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Abstract Cardiovascular disease (CVD) is increasingly increasing

as the main cause of death worldwide, and activation of platelet in

vascular damage is one of the important causes of CVD. In recent,

there is a growing interest in anti-thrombotic materials through

platelet suppression, and efforts are being made to reduce side

effects by using natural bioactive compounds. Known as one of

the Flavonoids, hydroxygenkwanin (HGK) is a purified substance

in Daphne Genkwa, which is known to have antibacterial, anti-

inflammatory and anti-cancer effects, and has been reported to

serve as an inhibitor of tissue factor that prevents thrombosis, but

its anti-platelet effects and the action mechanisms is not known. In

this study, we confirmed that the effects of HGK on the collagen-

induced human platelets activation. HGK suppressed phosphorylation

of PI3K/AKT and mitogen-activated protein kinases during

platelet signaling, and reduced granule secretion in platelets such

as ATP and serotonin. In addition, HGK inhibited the phosphorylation

of cPLA2 and strongly undermined the production of TXA2,

which is a powerful aggregation amplifier. As a result, the platelet

aggregation derived by Collagen, a cohesive induced substance,

was strongly suppressed by HGK to an IC50 of 86.36 μM.

Therefore, HGK might be worth the antithrombotic substance that

inhibits the activation and aggregation of human platelets that

occur through blood vessel damage.

Keywords Granule secretion · hydroxygenkwanin · mitogen-

activated protein kinases · platelet aggregation · TXA2

서 론

인류의 생명을 위협하는 다양한 질병 중에서도 심혈관 질환

(CVD)은 전세계적으로 주요한 사망 원인으로 손꼽힌다. 최근

미국에서만 전체 사망자 7명당 1명이 관상동맥성 심장병으로

사망하고 9명당 1명은 심부전으로 사망한다는 연구가 보고되었

다[1]. 우리가 살아가면서 다양한 이유로 혈관 손상이 발생하는

데, 혈전이 형성되는 기전을 통해 지혈이 일어나는 것이 자연

스러운 현상이며, 이를 위해 혈소판의 적절한 활성화 및 응집

이 요구된다. 그런데 혈소판 활성화 및 응집이 과도하게 일어

나 불필요하게 많은 양의 혈전이 형성되는 경우 동맥경화증, 관

상동맥질환, 심부전 및 뇌졸중과 같은 다양한 심혈관계의 질병

을 유발하게 된다[2].

근래에 약리학적 화합물을 사용한 혈전 관련 합병증의 치료

는 혈소판 억제를 통해 작용하는 것으로 알려져 있으며 현재

CVD 예방 및 치료에 이러한 항혈소판제들을 활용하고 있지만,

불행히도 주요한 합병증과 부작용이 수반되는 문제점들이 있으

므로 환자에게 최상의 치료를 제공하기 위해서 더 나은 대안이

필요한 상황이다[3]. 과도한 혈소판 응집과 이로 인한 혈전생성

으로 말미암는 질환의 유망한 치료법들 중에 하나는 천연 생물
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활성 화합물을 사용하는 것이다[4]. 지중해의 전통적인 식단에

서 발견되는 화합물과 전통적으로 의약 목적으로 사용되는 식

물의 섭취는 CVD 예방에서 항혈소판 및 심장 보호 특성의 유

효한 효과가 있다고 보고된 바 있다[5-7].

Serotonin과 ATP를 포함하는 혈소판 과립 분비는 혈소판 응

집의 과정에서 중요한 단계이며 mitogen-activated protein

kinases (MAPK) 및 PI3K/AKT 인산화 단백질이 여기에 관여

한다고 알려져 있다[8]. MAPK는 p38 MAPK, c-Jun N-말단

kinase (JNK) 및 세포 외 신호 조절 kinase(ERK)로 구성된 인

산화 효소 단백질들로, 지혈 및 혈전 형성 동안 세포 내 신호

전달에 작용한다[9]. MAPK는 사람 혈소판에 존재하며 다양한

작용제와 상호 작용하고 인산화를 통해 활성화를 나타내며[10-

12], 신호 전달 분자로 작용하여 혈소판 과립 분비 자극에 중요

한 역할을 한다[13,14]. MAPK는 세포막에서 발견되는 cPLA2

의 인산화를 유발하여 추가적인 작용을 나타낸다. cPLA2의 인

산화는 TXA2의 증가로 이어지는데 TXA2는 혈소판의 신호자극

을 증폭하는 역할을 하며, 직접적으로 혈소판을 자극하여 더 많

은 혈소판의 활성화와 응집을 일으킨다[15,16]. PI3K/AKT의 경

로는 혈소판 내 dense 과립 분비 및 응집과 관련이 있으며,

PI3K/AKT의 인산화를 억제하는 것이 다양한 화합물의 항혈소

판 작용에 있어서 유효하다고 알려져 있다[17].

Flavonoid 중 하나로 알려진 Hydroxygenkwanin (HGK)은

팥꽃나무(Daphne genkwa)에서 정제되는 물질로서 항균, 항산화

및 자유 라디칼 소거 효과를 포함한 여러 생물학적 효과를 발

휘하고 색소 모발 재생을 촉진한다[18-21]. 또한 HGK는 폐암,

신경아교종, 구강편평상피세포암, 간암에 대해 성장 정지를 조

절하고 이동을 억제함으로써 항종양 효과를 발휘한다고도 보고

되었다[22-25]. 심혈관 질환에서 연구에 따르면 HGK는 항염증

활성을 가지며 혈전증을 예방하는 조직 인자 억제제로서 역할

을 한다고 알려져 있다[26]. 그러나, HGK의 항혈소판 효과와

collagen으로 유도한 사람 혈소판에서 HGK의 작용기전은 알려

진 바가 없다. 본 연구는 collagen이 유도하는 사람의 혈소판

활성화 과정에서 HGK이 어떤 효과를 가지는지 연구하였다.

재료 및 방법

시약

Hydroxygenkwanin는 Avention Co. (Siheung, Korea)로부터 제

공받아 사용하였다(Fig. 1A). Collagen은 Chrono-Log Co.

(Havertown, PA, USA)를 통해 구입하였고, 항체 및 웨스턴 블

롯팅 용해 완충액은 Cell Signaling (Beverly, MA, USA)에 주

문되었다. Fibrinogen Alexa Fluor 488 접합체는 Invitrogen

Molecular Probes (Eugene, OR, USA)에 주문되었다. TXB2,

serotonin, ATP enzyme immunoassay kit들은 Cayman Chemical

Co. (Havertown, PA, USA)에 주문되었다. polyvinylidene

Fig. 1 HGK’s effect on platelet aggregation. (A) Chemical structure of HGK (Hydroxygenkwanin, MW: 300.26) (B) HGK’s effect on collagen-induced

human platelet aggregation (C) IC50 value of HGK on collagen-induced platelet aggregation (D) HGK’s effect on cytotoxicity. Platelet aggregation and

cytotoxicity were carried out as described in “Materials and Methods” section. The data are expressed as the mean ± standard deviation (n=4).

*p <0.05, **p <0.001 versus each collagen-stimulated human platelets. NS, not significant
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difluoride membrane과 화학발광 용액은 Thermo Fisher

Scientific Korea (Seoul, Korea)에 주문되었다. 위에 나열되지

않은 그 밖의 다른 시약은 sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO, USA)에 주문되었다.

사람 혈소판 세척 및 부유액 준비

CPDA액을 함유한 인간 혈소판 풍부 혈장(PRP)을 대한 적십자

사 경기혈액원(Suwon, Korea)에서 구입하여 10분 동안 125 g으

로 원심분리하여 적혈구를 제거한 후, 1650 g에서 10분간 원심

분리하여 혈소판 pellet을 얻었다. 혈소판 pellet을 세척 완충액

으로 2회 세척하였고, 최종농도가 108/mL가 되도록 현탁 완충

액에 재현탁하였다.

사람의 혈소판 응집반응 측정

준비된 혈소판 현탁액(108/mL)에 hydroxygenkwanin을 0.1%

dimethyl sulfoxide에 녹이고 다양한 농도로 첨가하여 5분 동안

사전 배양하였다. 다음으로 collagen을 작용제로 혈소판 응집을

유도하여 37 oC에서 5분간 측정하였다. 응집정도는 aggregometer

(Chrono-Log; Havertown, PA, USA)를 사용하여 혈소판 현탁액

의 광투과율을 응집률(%)로 환산하여 나타내었다.

 

세포 독성 측정

준비된 혈소판 현탁액(108/mL)에 hydroxygenkwanin을 0.1%

dimethyl sulfoxide에 녹이고 다양한 농도로 첨가하여 5분 동안

사전 배양하였다. 10,000×g에서 2분간 원심 분리하여 상층액을

분리하였다. 세포질로부터 분비된 lactate dehydrogenase (LDH)

의 방출량을 확인함으로써 세포 독성을 평가할 수 있다. 분리

한 상층액의 LDH를 LDH EIA kit (Cayman Chemical)를 사

용하여 ELISA 판독기로 정량측정하였다. Triton X100으로 완

전히 용해 된 혈소판을 양성 대조군으로 사용 하였다.

TXA2 생성량 측정

준비된 혈소판 부유액에 다양한 농도의 hydroxygenkwanin을 첨

가한 후 collagen을 첨가하여 응집을 유도하였고, indomethacin

(0.2 mM)을 첨가하여 반응을 종료시켰다. 반응액을 원심 분리하

여 상층액을 획득하였고, TXB2 EIA kit (Cayman Chemical)를

사용하여 ELISA 판독기로 TXB2의 생성량을 측정하였다. TXA2

는 TXB2로 빠르게 변환되기 때문에 TXA2 생성량을 확인하기

위해 TXB2 생성량을 측정히였다.

ATP 및 serotonin 방출량 측정

준비된 혈소판 부유액에 다양한 농도의 hydroxygenkwanin을 첨

가한 후, collagen을 첨가하여 응집을 유도하였다. 반응을 종결

하기 위하여 반응 tube를 얼음 위에 3분 동안 정치하였고. 4 oC

에서 2분 동안 10,000 g에서 원심분리하여 상층액을 수집하였

다. ATP 및 serotonin의 수준은 ATP 및 serotonin EIA kit

(Cayman Chemical)를 사용하여 ELISA 판독기로 측정하였다.

Western blotting 분석

준비된 혈소판 부유액에 다양한 농도의 hydroxygenkwanin을 첨

가한 후, collagen으로 5분 동안 반응하였다. 반응을 종결하기

위해 1x lysis buffer를 첨가해 주었고, 혈소판 용해물의 단백질

을 BCA protein assay kit를 사용하여 확인하고 SDS-PAGE으

로 전기영동하였다. 이 후, PVDF로 단백질을 옮기고 1차 항체

(4 oC, overnight) 및 2차 항체(실온, 2시간)으로 항원항체 반응

을 일으켰다. 화학발광 기질을 사용하여 단백질을 시각화하고

Luminescent Image Analyzer LAS-4000 (Fujifilm, Tokyo, Japan)

으로 사진을 찍어 밀도 분석을 통해 정량하였다.

통계 분석

결과 값은 다양한 수의 관측치에 대한 평균 ±표준 편차로 제시

하였다. 그룹 간의 유의미한 차이를 결정하기 위해, 분산 분석을

수행한 다음 Tukey-Kramer 방법을 수행 하였다. SPSS 21.0.0.0

(IBM Corp., Armonk, NY, USA)을 사용하여 통계 분석을 수행

하였고, p <0.05는 통계적으로 유의한 것으로 간주되었다.

결과 및 고찰

사람 혈소판 응집 및 세포 독성에 대한 hydroxygenkwanin의

작용

준비된 혈소판 부유액에 다양한 농도의 hydroxygenkwanin을 전

처리한 후 collagen으로 자극하여 응집을 유도하였을 때,

hydroxygenkwanin가 혈소판 응집에 미치는 효과를 확인하였다.

응집 유도물질로 2.5 μg/mL의 collagen를 사용하였고, collagen

이 77.5±1.4%까지 혈소판을 강하게 응집하였다. 그런데, 여러

농도의 hydroxygenkwanin (30-240 μM)를 전처리하고 응집반응

을 일으켰을 때, hydroxygenkwanin에 의해 농도 의존적으로 혈

소판 응집이   억제되었고, 가장 강한 농도인 120 μM에서 86.5%

의 강한 억제율을 확인하였다(Fig. 1B). Hydroxygenkwanin의

half-maximal inhibitory concentration (IC50)를 분석하였고,

86.36 μM의 강한 효과가 있음을 알 수 있었다(Fig. 1C). 또한,

혈소판 세포에 미치는 hydroxygenkwanin의 독성을 평가하기 위

해 분비되는 LDH를 측정하였고, 사람 혈소판에 hydroxygenkwanin

를 60-240 μM 농도로 처리하였을 때 유의미한 변화가 나타나

지 않았다(Fig. 1D). 이는 hydroxygenkwanin가 혈소판에 독성

이 없이, collagen 유도의 혈소판에서 응집을 억제하는 물질임

을 보여준다.

PI3K/AKT 및 MAPK pathway에 대한 hydroxygenkwanin의

작용

혈소판 응집을 억제하는 hydroxygenkwanin이 혈소판 활성화 및

응집에 영향을 미치는 과립 방출에 관여하는 PI3K/AKT 및

MAPK 경로의 단백질 인산화에 관여하는지 확인하였다. Fig. 2

에서 보는 바와 같이, hydroxygenkwanin가 PI3k/AKT 의 인산

화를 농도의존적으로 억제하였고, 이는 hydroxygenkwanin이

collagen 유도의 혈소판에서 PI3K/AKT의 인산화를 조절하는 물

질임을 의미한다. 또한, hydroxygenkwanin이 MAPK 경로의 단

백질 인산화에 관여하는지도 확인하였고, 그 결과 collagen에 의

해 인산화 되었던 MAPK 경로의 ERK, JNK 및 p38 단백질들

이 hydroxygenkwanin에 의해 억제되는 것을 확인하였다(Fig.

3). 이를 통해 hydroxygenkwanin가 PI3K/AKT 및 MAPK의

경로 단백질 인산화를 억제하며 혈소판 활성화를 조절한다는 것

을 알 수 있었다.
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PI3KAKT 경로가 활성화 되면 혈소판의 dense 과립의 분비

가 촉진되고 혈소판 응집을 포함한 혈소판 기능이 활성화 된다

고 보고되어 있고[17], MAPK 경로의 활성화도 혈소판의 과립

분비를 촉진하여 혈소판 응집을 증폭하는 것으로 알려져 있다

[14,27]. 이전 연구들에서도 사람 혈소판에 상당한 정로의

MAPK 경로 단백질들이 존재하고 있음이 확인되었고, 혈소판

이 유도제들에 의해 자극받을 때 이들 단백질들의 인산화를 통

해 기능한다고 보고되어 있다[10-12]. 본 연구의 결과는

hydroxygenkwanin가 PI3K/AKT 경로 및 MAPK 경로의 단백

질들의 신호 전달에 관여함으로써 혈소판 활성을 조절한다는 것

을 명확히 하였다.

혈소판 과립 분비에 대한 hydroxygenkwanin의 작용

혈소판에서의 과립 방출은 혈소판 응집을 증폭하는데 중요한 요

소이다. 본 연구에서는 hydroxygenkwanin가 ATP 및 serotonin의

혈소판 내 과립분비에 미치는 영향을 확인하였다. 혈소판 부유액

에 collagen (2.5 μg/mL)으로 자극을 주었을 경우 ATP 방출량이

0.24±0.04 μM에서 4.56±0.05 μM로 크게 증가되는 것을 하였고,

hydroxygenkwanin가 증가된 ATP 방출량을 농도의존적으로 억제

하는 것을 알 수 있었다(Fig. 4A). 또한, serotonin 방출의 경우에

서도 collagen (2.5 μg/mL)에 의해 46.10±5.86 ng/108 cells로 강하

게 증가된 serotonin 방출량을 hydroxygenkwanin (60, 120, 180

및 240 μM)가 29.77±0.41, 27.48±4.07, 22.60±0.96 및 16.53±

3.56 ng/108 cells로 농도의존적으로 감소시켰다(Fig. 4B). 이를 통

해 hydroxygenkwanin가 혈소판 내 과립 분비를 억제시킴으로써

혈소판 응집이 증폭되는 것을 저해시킨다는 것을 알 수 있다.

혈소판 내에서 과립 분비가 일어나면 혈소판이 활성화되고

손상된 혈관에 대한 혈소판의 점착 및 응집을 촉진되어 혈전

형성을 일으킨다고 알려져 있다[28]. 따라서, 본 연구의 결과들

을 통해 hydroxygenkwanin이 collagen이 유도하는 ATP 및

serotonin의 혈소판 내 과립방출을 유의하게 억제함으로써 혈소

판 활성화 및 혈소판 응집을 억제하는 물질임을 분명히 하였다.

Thromboxane A2 생성 및 cPLA2 인산화에 대한 hydroxy-

genkwanin의 작용

발표된 연구에 따르면, MAPK 경로 단백질 중 하나인 p38의

인산화가 arachidonic acid 분비와 TXA2 생성에 관여함으로써

혈소판 응집을 유도한다고 보고되어 있다[29]. TXA2는 주변 혈

소판들의 추가적인 활성화를 촉진하여 혈소판 응집을 유도하는

강력한 autacoid로 기능한다고 알려져 있음으로 물질의 혈소판

억제효과를 평가할 때 확인하는 중요한 지표이다[29]. Aspirin

또는 ozagrel과 같이 TXA2 생성을 저해하는 물질들이 항혈소

판제로 임상에서 사용되는 것도 같은 이유로 인함이다[30,31].

또한, MAPK 경로의 단백질이 세포질 내 phospholipase A2

(PLA2)를 인산화함으로써 혈소판 막의 인지질을 가수분해하는

데 이용되며, arachidonic acid의 생성과 분비 뿐 아니라 TXA2

생성을 증가시킨다고 보고되어 있다[15,16]. 따라서, 본 연구에

서는 hydroxygenkwanin가 TXA2 생성 및 PLA2의 인산화에 영

Fig. 3 HGK’s effect on MAPK phosphorylation. All experiments were

performed as described in “Materials and Methods” section. The data are

expressed as the mean ± standard deviation (n =4). #p <0.05 compared

with no-stimulated intact platelets, *p <0.05, **p <0.001 versus the

collagen-stimulated human platelets

Fig. 2 HGK’s effect on PI3K & Akt phosphorylation. All experiments

were performed as described in “Materials and Methods” section. The

data are expressed as the mean ± standard deviation (n =4). #
p <0.05

compared with no-stimulated intact platelets, *p <0.05, **p <0.001

versus the collagen-stimulated human platelets
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향을 주는 지 확인하였다.

Fig. 5A에서 보는 바와 같이, 손상받지 않은 세포에서 1.83±

0.33 ng/108 cells였던 TXA2가 collagen에 의해 120.09±11.97

ng/108 cells까지 크게 증가하였고, 증가된 TXA2 생성량이

hydroxygenkwanin에 의해 농도의존적으로 크게 억제되었음을

확인하였다. 또한, collagen에 의해 인산화가 증가된 cPLA2가

hydroxygenkwanin을 함께 처리하였을 때 농도의존적으로 억제

되었다(Fig. 5B). 이는 hydroxygenkwanin가 MAPK 경로의 조

절을 통해 cPLA2의 인산화를 억제함으로써 arachidonic acid의

분비를 저해하여 TXA2 생성이 감소된 것으로 보인다. 이러한

결과들은 hydroxygenkwanin가 TXA2 생성을 저해하는 항혈소

판 물질로써 유용하게 이용될 수 있음을 보여주었다.

초 록

심혈관 질환(CVD)은 전 세계적으로 주요 사망 원인으로써 갈수

록 증가하는 추세이며, 혈관 손상이 발생하였을 때, 혈전이 과도

하게 형성되는 것이 그 원인인 중 하나이다. 근래에 혈소판 억

제를 통한 항혈전 물질에 대한 관심이 커지고 있으며 천연 생물

활성 화합물을 사용함으로써 부작용을 줄이려는 노력이 이루어

지고 있다. Flavonoid 중 하나로 알려진 hydroxygenkwanin

(HGK)은 팥꽃나무(Daphne genkwa)에서 정제되는 물질로서 항

균, 항염증 및 항암 효과가 있다고 알려져 있으며, 혈전증을 예

방하는 조직 인자의 억제제 역할을 한다고 보고되었지만 항혈

소판 효과와 그 작용기전에 대해서는 거의 알려지지 않았다. 본

연구를 통해 HGK가 collagen 유도의 사람 혈소판 응집에 미치

는지 확인하였고, 그 작용 기전을 확인하였다. HGK은 혈소판

신호 전달 과정에서 PI3K/AKT 및 MAPK의 인산화를 억제하

였고, ATP 및 serotonin 등의 혈소판 내 과립 분비를 감소하였

다. . 또한, HGK는 cPLA2의 인산화를 억제하며 응집 촉진물질

인 TXA2 생성을 강하게 저해하였다. 결과적으로 응집 유도 물

질인 collagen가 유도한 혈소판 응집을 86.36 μM의 IC50로 강하

게 억제하였다. 그러므로, 본 연구를 통해 HGK가 혈관 손상을

통해 일어나는 사람 혈소판의 활성화 및 응집을 억제하는 항혈

전 물질로 가치가 있음을 분명히 하였다.

Fig. 4 HGK’s effect on ATP and serotonin release. (A) HGK’s effect on

ATP release (B) HGK’s effect on serotonin release. All experiments were

performed as described in “Materials and Methods” section. The data are

expressed as the mean ± standard deviation (n=4). #
p <0.05 compared

with no-stimulated intact platelets, *p <0.05, **p <0.001 versus the

collagen-stimulated human platelets

Fig. 5 HGK’s effect on TXA2 production & cPLA2 phosphorylation. (A)

HGK’s effect on collagen-induced TXA2 production (B) HGK’s effect on

collagen-induced cPLA2 phosphorylation. All experiments were

performed as described in “Materials and Methods” section. The data are

expressed as the mean ± standard deviation (n =4). #p <0.05 compared

with no-stimulated intact platelets, *p <0.05, **p <0.001 versus the

collagen-stimulated human platelets
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