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Abstract

Effect of Green Tea, Tangerine, Prickly pear cactus extract

on Platelet Aggregation, Hemolysis, Erythrocyte Na-Leak,

TBARS and LDL oxidation

- In in vitro Study Using Rat -

Eun-Hee Kim

Department of Nutrition Education, Graduate School of Education

Cheju National University

We compared the radical scavenging activity of the extracts of green tea,

prickly pear cactus, tangerine pulp and vitamin E and their invitro effects of

antioxidant on erythrocyte Na leak, platelet aggregation and TBARS

(Thiobarbituric Acid Reactive Substance) production using Sprague Dawley

rats. The concentrations of extracts and vitamin E needed for scavenging

radical by 50%(SC50) for 0.1mM DPPH (2,2 Diphenyl 1-picryl hydrazyl) were

green tea, 8.3㎍/ℓ; prickly pear cactus, 875㎍/ℓ; tangerine pulp, 1250㎍/ℓ

and vitamin E, 7.5㎍/ℓ. Vitamin E completed its scavenging activity right

after addition to DPPH while extracts of prickly pear cactus and tangerine

pulp had comparatively slow but long lasting scavenging activity. Platelet

aggregation incubated with green tea extract was significantly decreased in

the maximum and initial slope compared with other extracts or vitamin E

(p＜0.05). Intracellular Na was significantly higher in RBC treated with

extract of green tea, cactus or tangerine pulp compared with control and

vitamin E. Na leak in AAPH treated erythrocyte was significantly lower
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when incubated with cactus extract compared with other extracts or vitamin E.

Hemolysis of AAPH treated RBC was significantly lower when incubated

with vitamin E compared with control and the extracts (p＜0.05). TBARS

production in platelet rich plasma (PRP) was significantly increased when

treated with AAPH compared to the untreated PRP (p＜0.01) and vitamin E

significantly decreased the increased TBARS production in AAPH treated

PRP (p＜0.01). TBARS production in human LDL was somewhat increased

when treated with AAPH compared with untreated LDL and vitamin E

significantly decreased TBARS production in human LDL compared with all

other groups (p＜0.01). Present study showed that green tea in vitro system

has lowering effect of platelet aggregation without much of antioxidant effect

on erythrocyte membrane stability and TBARS production. Vitamin E has a

protective effect on membrane preventing lipid peroxidation and membrane

damage.
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Ⅰ. 서 론

1980년대 이후 지속적인 경제성장에 따라 생활양식과 식생활 면에서 많은 변

화를 가져왔다. 과거에 비하여 양적으로 풍성해지고 다양한 식단을 즐기게 되었

으나 동시에 고칼로리, 고지방 섭취로 비만을 비롯한 심혈관계 질환, 암 그리고

노화관련 질환 등의 발병률이 높아지고 있어 사회적인 문제로 대두되고 있다.

최근 2005년 우리나라 국민의 사망 원인 통계자료
1)
에서도 암에 이어 주요 사

망원인이 뇌혈관질환, 심장질환, 고혈압, 동맥경화 등의 순환기계 질환, 당뇨병

등으로 나타나고 있어 심혈관계 질환에 의한 사망률이 높게 나타나고 있음을 알

수 있다. 동맥경화, 심근경색 및 뇌졸중과 같은 심혈관계 질환은 다른 만성질환

에 비하여 식이의 영향을 많이 받는다고 알려져 있으며, 위험인자로는 혈중 콜레

스테롤, 고혈압, 흡연, 당뇨 및 비만 등이 있다.
2)
이와 관련하여 심혈관계 질환을

유발하는 초기 단계에서 식이요인과 직․간접적으로 영향을 받게 되는 조직의

산화적 손상이 또한 주요 인자로 알려지고 있다. Mantha 등
3)
과 Del Boccio 등

4)

의 연구에서 과량의 식이 지방이나 콜레스테롤 섭취가 체내 조직의 산화적 손상

을 초래한다고 보고된바 있으며, Touyz 등
5)
의 연구에서 산화적 스트레스는 활성

산소의 증가로 상승되어지며 노화와 당뇨, 고혈압, 암과 같은 여러 질병의 진행

에 관계한다는 사실이 알려져 있다. 또한 고콜레스테롤 상태에서 산화적 스트레

스를 방어하기에는 항산화 효소의 양과 활성이 불충분하고 항산화 방어계의 불

균형 또한 중요한 병인으로 작용하며 특히 심혈관계 질환 유발과 관련이 있다고

하였다.
6)
따라서 심혈관계 질환뿐만 아니라 생체조직의 산화적 손상에 의한 질병

들도 앞으로 계속 증가될 것으로 보인다.

우리 생체 내에서 산소는 생명유지에 절대적으로 필요한 원소이지만 각종 물

리적, 화학적, 환경적 요인 등에 의하여 반응성이 매우 큰 활성산소로 전환되면

서 생체에 산화적 손상을 일으킨다. free radical이라고 일컫는 활성산소(reative

oxygen species)는 최외곽에 쌍을 이루지 못한 전자가 존재하여 주변 물질로부

터 전자를 빼앗아 안정화 하려는 성질이 있는 고반응성의 산소 화합물로서, 유산
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소 호흡을 하는 모든 생물에서 필연적으로 발생하며, 일반적인 대사 과정에서

1～5％정도의 산소가 불완전하게 환원되어 발생하기도 한다. 그 종류에는

Superoxide(․O2
-
), hydrogen peroxide(H2O2), singlet oxygen(

1
O2), hydroxyl

radical(․OH), peroxyl radical(RO․)과 같은 활성산소와 peroxinitrite(ONOO
-
),

NO 등의 활성질소(reactive nitrogen species, RNS)가 있다.
7)
뿐만 아니라 많은

실험연구에서 2,2´-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)를 사용하

여 인위적인 산화적 스트레스를 조성하였다. AAPH는 물에 녹는 azo화합물

(water-soluble azo compound)로서 열성분해에 의해서 자유기를 생성시킨다. 또

한 산소 분자와 반응하여 AAPH로부터 생성된 탄소 자유기(carbon radical)는

peroxyl radical을 생성하고 이들은 다양한 생물학적 분자와 물리화학적 변질을

유발하여 생체막의 구조를 해체 시킨다.
8)
Terao 의 연구에서 AAPH는 간손상을

일으키는 산화 개시제로 작용하고, 생리적 온도에서 열 분해시 일정속도로

peroxyl radical(ROO․)을 형성하여 in vivo상에서 미토콘드리아의 팽윤과 미소

혈관의 지질변성을 일으키는 것으로 보고되었다.
9)

이와 같이 우리 생체 내에서 유해한 활성산소들은 체내 방어기전에 의해 대부

분 제거되지만 그렇지 못할 경우 생체분자들과 빠르게 반응하여 세포사

(apoptosis)와 같은 세포손상을 초래하고, 생체막의 구조를 변성시킬 뿐만 아니라

세포막과 핵산의 주성분인 당질, 지질, 단백질 및 DNA와 같은 분자들을 과산화

시키며, 세포 내로 확산되거나 혈류를 통해 이동된 지질 과산화물은 새로운

radical reaction을 촉진시켜 각종 만성질환과 노화의 원인으로 작용한다.
7,10)
따라

서 최근에는 산화적 손상을 감소시켜 노화와 여러 가지 만성 질병을 예방하고자

하는 노력이 증대되고 있고 이와 관련하여 항산화제에 대한 관심과 많은 연구들

이 집중되고 있다.

이처럼 조직의 산화적 손상은 생체 내 과잉의 free radical이 축적될 때 일어나

며 정상적인 생리 상태에서는 생체 내 항산화 방어계와 생성계가 균형을 이루고

있으므로 free radical의 제거가 원만히 이루어진다. 그러나 당뇨병과 같은 질병

상태에서는 산화적 스트레스 및 기타 여러 가지 요인들에 의해 항산화 방어계와

생성계의 균형이 깨뜨려 졌을 때 free radical 생성이 촉진되고 나아가 조직은 과

산화적 손상을 입게 된다. 우리 생체 내에는 이러한 과잉의 free radical로부터
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세포막과 세포 내의 물질을 보호하는 효소적, 비효소적 항산화 시스템이 존재한

다.
11)
항산화 시스템에 속하는 항산화 효소에는 catalase(CAT), superoxide

dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GSH-Px)와 같은 효소 등이 알려져 있

으며
12,13)

항산화 효소는 과산화물 생성과정의 시작물질인 superoxide anion

radical을 제거하고 hydroxyl radical의 생성을 막아서 과산화적 손상으로부터 세

포를 보호한다.
12,14)

비효소적 항산화 시스템에는 항산화 효소 이외에 vitamin A,

C, E, β-carotene 등의 항산화 비타민들과 구리, 아연, 망간, 셀레늄 등의 무기질

등이 있다. 이 외에도 최근에는 천연항산화제에 대한 관심이 점차 증대 되고 있

어 α-tocopherol, β-carotene, α-carotene, lycopene, cryptoxanthin, retinoides,

ubiquinol 및 polyphenol, flavonoid 등의 성분이 항산화 물질로서 생체내 oxid

LDL의 생성을 억제하는 것으로 알려져 있다.
15,16)

이 중에서도 특히 flavonoid 및

그 유도체가 강한 항산화 작용이 있는 것으로 알려져 항산화제로서 많은 관심이

집중되고 있다.

Flavonoids는 과일, 야채, 견과류, 식물의 뿌리, 줄기, 껍질, 차, 커피, 포도주 등

에 널리 분포되어 있는 천연물질로서, 담황색 또는 노란색을 띠는 색소화합물로

일일 섭취량은 0.023～1.1g으로 알려져 있다.
17,18)

phytochemicals의 일종인

flavonoids류는 화학적 구조에 따라 flavonols, flavones, flavanones, catechins,

anthocyanidins, isoflavones, dihydroflavonols, chalcones 등으로 분류된다.
18)

flavonoids류의 일반적인 구조는 두개의 aromatic ring들이 oxygenated

heterocycle을 형성하는 세 개의 탄소로 연결된 diphenypropanes(C6-C3-C6)structure

를 갖는 benzo-γ-pyrone의 유도체로서,
19,20)

Flavonoid류가 과산화지질의 생성을

효과적으로 억제하기 위해서는 구조적으로 C ring의 C-3위치에 -OH가 존재하

여야 하고, C ring의 C-2와 C-3사이에 이중결합이 있어야 하며
21)
, A와 B ring의

-OH의 수가 4개 이상이어야 하고
22)
, rhamnose, glucose, rutinose 등의 당과 결

합된 배당체(glycoside)형태로 존재하여야 한다고 알려져 있다.
23)
따라서 이러한

flavonoids의 화학적 구조는 그들의 생화학적 활성에 영향을 미친다.

사람이 매일 식품을 통해 flavonoids를 섭취하고 있으나 흡수와 대사 등의 기

전에 대해서는 아직 확실하게 밝혀져 있지는 않다. 그러나 bioflavonoid의 항산화

적 활성을 뒷받침하는 역학조사
24,25)
와 in vitro 연구

26-33)
는 많이 행해져 왔다. 소
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위 French paradox라 일컫는 바와 같이 불란서인들이 섭취하는 wine 등의

alcohol 섭취 수준이 coronary heart disease(CHD)의 위험을 낮추어준다는 연구

결과
24)
와 flavonols의 섭취 수준과 CHD 사망률 사이에는 역관계가 존재한다는

역학 조사 결과
25)
들이 발표되어 관심의 대상이 되었고, in vitro 연구에서는

flavonoids가 지질 과산화
26)
, low density lipoprotein의 산화 억제

27)
, 혈소판 응

집 억제
28)
등의 결과들이 보고되어 있다. 이러한 flavonoids는 in vitro 연구를 통

해 hydroxyl radical, superoxide anion radical, peroxyl radical과 peroxyl nitrite

의 scavenging
29-31)
할 뿐만 아니라 Fe와 Cu를 chelating하고

32)
free radical의 생

성을 억제시키며, 생성된 free radical을 포착하여 radical chain reaction을 지연

시키고, 항산화 효소의 활성을 증가시킴으로써 각종 산화적 스트레스로부터 생체

조직을 보호하는 것으로 알려져 있다.
33)

DPPH는 radical에 대한 소거 활성 능력을 알아보는 방법으로서 화학적으로 안

정화된 free radical을 가지고 있는 수용성 물질로 항산화 활성이 있는 물질과 만

나면 전자를 내어주면서 라디칼이 소멸되고 색깔이 변한다. DPPH는 여러 종의

항산화 성분이 내재된 추출물 등의 항산화 효과를 분석할 수 있는 방법으로

radical 소거 활성이 높다는 것은 항산화능이 높다는 것을 뜻한다.

Morel 등
32)
의 연구에서 flavonoids의 radical 소거 활성이 catechin > Quercetin

> diosmetin 순으로 나타나 녹차의 주요 활성 성분인 catechin의 항산화능이 가

장 높을 것으로 생각되어지며, Saito 등
34)
의 연구에 의하면 녹차 추출물의 항산

화 활성은 EGCG(epigallocatechin gallate)와 ECG(epicatechin gallate)의 구성 성

분과 밀접한 상호관련이 있다고 하였고, Nada 등
35)
은 녹차 추출물의 hydroxyl

radical과 superoxide anion scavenging 효과에 대해 보고한 바 있다. 우리나라

고유 과실인 감귤과 유자 과피내의 주된 flavonoids는 hesperidin과 naringin으로

hesperidin의 DPPH 수준은 Trolox와 유사하게 높은 것으로 나타나 hydrogen

peroxide에 의해 야기되는 산화적 손상으로부터 세포내 강한 항산화제 역할을 한

다고 보고되었다.
36)
Butera 등

37)
은 손바닥 선인장으로부터 추출한 betanin과

indicaxanthin의 scavenging 활성은 trolox보다 더 효과적이었다고 하였으며, 이

경석 등
38)
의 연구에서 70% 에탄올에서의 천년초 선인장 추출물은 상업용인

BHA와 α-tocopherol에 견줄만한 항산화 활성을 보여주었다. 이러한 여러 연구
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결과들과 같이 녹차, 감귤박, 손바닥 선인장의 주요성분은 flavonoids의 한 종류

로 free radical 소거 능력을 가지고 있으므로 생체 내에 항산화 물질로 작용하여

지질과산화 억제 또는 세포막의 안정성을 제공해 줄 수 있을 것이라 여겨진다.

생체 내의 free radical로부터 산화적 손상을 쉽게 받을 수 있는 것이 세포막이

다. 세포막은 세포 구조와 기능에 가장 중요한 역할을 하며, 인지질과 단백질을

주요 구성성분으로 이루어져 있고, 지질의 이중막 구조로 되어있으며 여기에 단

백질이 결합되어 있다. 그 밖의 지질성분으로는 콜레스테롤과 비타민 E로 구성

되어져 있는데 세포막 지질 내에 함유되어 있는 불포화 지방산은 free radical에

의해 쉽게 공격을 받아 radical 연쇄반응을 일으킴으로써 과산화 지질을 생성한

다고 알려져 있다. 따라서 우리 생체 내 조직의 전반적인 항산화 상태의 척도가

되는 것이 적혈구 막의 용혈현상(hemolysis)으로서 적혈구 막의 지질과산화 반응

은 적혈구 막의 안정성과 기능에 크게 영향을 미친다.

사람의 세포에서 Na의 이동은 Na-K ATPase, Na-K cotransport, Na-Li

counter transport 그리고 Na-passive transport 이 4종류의 channel에 의해 이루

어진다. 이 중 Na-passive transport는 사람의 적혈구 또는 백혈구 세포에서

Na-K ATPase 와 Na-K cotransport를 통해 나오는 Na efflux를 차단한 상태에

서 흘러나오는 Na량을 말한다. 수용성 물질인 AAPH를 저농도로 세포에 처리하

면 세포막 안으로 들어가서 강력한 산화력을 가진 peroxyl radical(AOO
-
)을 생성

하여 세포막 지질층을 산화시킨다고 알려져 있다.
39)
그러므로 AAPH로 처리된

적혈구의 경우 Na efflux는 증가하게 된다. 따라서 적혈구 막의 항산화 기능이

떨어진 경우 막의 안정성이 떨어져 AAPH 처리에 의한 peroxyl radical의 영향을

받아 적혈구의 Na-leak은 증가하게 된다 <Figure 1>.

세포막 인지질의 과산화를 억제하는 항산화 물질은 oxygen radicals에 의해 유

도되는 병리학적 현상들을 예방하는 약리학적 효과들을 발휘한다. Wiseman의

연구
40)
에 의하면 적포도주, 녹차, 양파 등에 많이 함유된 quercetin과 myricetin같

은 flavonoids는 세포막 지질과산화를 억제한다고 알려져 있으며, Ferrali 등
41)
은

Glutathione이 고갈된 mouse의 적혈구를 산화제와 배양시켰을 때 quercetin 첨가

는 Fe
++
을 chelate함으로써 지질과산화와 용혈로부터 세포를 보호한다고 하였다.
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Red Blood Cell
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감귤에 존재하는 flavanones인 hesperidin은 모세혈관의 투과성을 유지하는데 필

요한 물질로 알려져 있으며,
42)
Burrer 등

43)
은 손바닥 선인장으로부터 분리한 주

요 flavonoids가 quercetin과 kaempferol이었다고 보고하였다. Junji 등
44)
의 연구

에서 flavonoids는 세포막 표면 친수성부분에 존재하면서 지질과산화 초기단계에

서 oxygen radical을 소거하고, 세포막에서 항산화작용을 하는 α-tocopherol의 소

모를 막아주어 세포막에 긍정적 영향을 보여주었다. 또한 강력한 항산화제인 V

비타민 E는 생체 활성이 가장 큰 물질로 세포막에 존재하면서 과산화로 인해 세

포막이 손상되는 것을 막아주는 1차 방어선으로서 free radical을 제거해 주며 연

쇄 반응을 종결시키고 세포막의 제한된 부위에 손상을 한정시켜 주는 역할을 함

으로써 생체 조직의 지질을 가장 잘 보호한다.
45)

심혈관계 질환은 혈액의 흐름과 밀접한 관계가 있는데 혈액 응고의 의한 혈전

생성과 LDL 산화가 혈액의 흐름을 막는 원인이 된다고 알려져 있다.

혈소판은 혈액 중에 있는 원판상의 무핵 세포로서 분비성 입자들을 다량 함유

하고 있는데, 정상적인 혈관 내막세포의 표면에는 혈전이 형성되기 어렵지만, 손

상된 내막세포에서는 collagen이 외부로 노출되어 혈장 혈소판이 내막에 부착하

게 된다. 여기에 혈소판 활성 물질인 collagen이 혈소판 수용체에 부착하면 혈소

판의 형태가 변화되는 1차 응집이 일어나고, 뒤이어 혈소판내의 치밀과립(dense

granule)에서 내인성 ADP가 분비되는데, 이 ADP가 혈소판의 강력한 2차 응집을

일으킨다. 또한 혈소판의 막 인지질에 존재하는 arachidonic acid가 cyclooxygenase에

의해 prostaglandin(PG)G2와 PGH2로 전환된 후 thromboxane synthetase의 작용

으로 TXA2(thromboxane A2)로 생성, 방출되어 혈소판 수용체에 결합함으로써

혈소판을 더욱 활성화시켜 혈소판의 응집을 촉진하고 강력한 혈관수축 작용을

한다.
46)
이와 같은 기전에 의해 혈소판은 혈관 벽에 상처가 생겼을 때 신속히 응

집됨으로써 혈액유실을 방지하는 기능을 한다. 그러나 혈소판이 비정상적으로 활

성화 되는 경우 혈전 형성을 초래하여 혈관 내에서 혈액의 흐름을 방해함으로써

병적인 혈전증을 일으킨다. 따라서 과도한 혈소판 응집은 혈전증의 원인이 되는

것은 물론 폐쇄성 혈관질환인 동맥경화증, 심근경색, 협심증, 당뇨병과 고혈압 등

의 요인이 되기도 한다.
47)
혈소판의 활성화를 유도하는 혈소판 응집유도물질

(agonist)에는 ADP, epinephrine, collagen 등이 있으며,
48,49)

이러한 혈소판 응집
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유도물질에 의한 응집 실험은 전혈(whole blood)이나 PRP(platelet rich plasma)

에서 이루어지며, 여기에서 나타나는 결과는 생체 내에서 일어나는 응집을 반영

한다 할 수 있다.
50)
여러 연구에서 flavonoids의 혈소판 응집 억제 효과가 보고되

었다. 적절한 양의 적포도주 섭취는 혈소판 응집을 감소시키고, 관상심장질환을

예방한다고 보고하였으며,
24)
Nevia등

51)
의 연구에서 녹차 카테킨의 혈소판 보호

작용과 과산화지질 생성 억제효과를 보였고, 녹차의 생리활성을 갖는 여러 종류

의 카테킨 중 EGCG가 가장 강력한 혈소판 응집 억제 효과
52,53)
가 있는 것으로

나타났다. 또한 손바닥 선인장 섭취로 인해 혈소판 응집억제 효과가 있었다는 보

고가 있으며
54)
, 감귤과피에 함유하고 있는 hesperidin과 같은 flavonoids가 혈소판

응집 억제 역할을 한다는 것이 밝혀지고 있다.
28)
혈소판 응집에 대한 flavonoids

의 억제 효과는 혈소판에서 arachidonic acid 대사와 thromboxane 생성 등과 관

련되며, 특히 cyclooxygenase와 lipoxygenase의 활성을 저해함으로써 혈소판의

응집을 억제한다고 한다. flavonoids가 혈소판의 기능과 관련된 여러 경로에 영향

을 미쳐 항응집 효과를 나타내는 것으로 관상 심장질환, 동맥경화, 혈전증, 고혈

압 등을 예방하는 것으로 알려져 있다.
28)

정상적인 LDL은 oxygen free radical에 쉽게 산화되며 산화 LDL은 초기 동맥

경화의 주요 유발인자임이 보고되었다.
55)
심혈관계 질환의 주요 원인이 되는 동

맥경화증은 혈관 벽 평활근세포의 증식에 의한 내막의 비대화와 혈액의 콜레스

테롤 양과 관계가 깊다. 특히 혈청중의 LDL의 양이 많아지면 LDL을 받아들이는

수용체가 부족하거나 결핍되어 LDL이 혈중에 축적되어 산화 LDL이 생성된다.

LDL은 혈관 내피세포의 lipoxygenase, 대식세포에서 생성되는 superoxide

radical 식품을 통하여 들어온 과산화 지질에 의하여 산화된다. 산화된 LDL은

cholesterol ester로 변하고 macrophage 및 동맥의 내피세포에 축적되어 foam

cell을 형성하는데 이 과정에서 일부세포는 사멸되고 foam cell이 점차 많아지면

서 지방층이 동맥부위에 쌓여 동맥경화가 일어나게 된다.
56)
이러한 거대 foam

cell의 생성원인의 가장 중요 인자는 산화 LDL 이라고 하였다.
57)
산화적 스트레

스에 의해 생성된 산화 LDL은 높은 세포 독성이 있는 지질 과산화물을 가지고

있어서 세포 조직에 확산되어 독성을 나타내고 내피세포에 염증을 일으켜 동맥

경화를 일으키게 된다.
58,59)

TBARS(Thiobarbituric Acid Reactive Substance)는
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지질과산화 생성물질중의 하나로서 산화 LDL과 같은 지질과산화 지표로서 많이

이용되고 있다. 생체막의 주요 구성 성분인 다중 불포화지방산이나 체내 각종 지

질은 활성 산소에 의해 TBARS와 같은 과산화지질물로 전환되어 세포에 대한

산화적 손상을 유발하고 각종 기능장애를 야기함으로써 노화와 질병의 원인이

되고 있다.
60)
따라서 동맥경화와 같은 심혈관계 질환 및 노화를 예방하기 위해서

는 LDL의 산화를 방지하는 것이 가장 중요하다. Frankel 등
61)
은 적포도주의

phenolic compound가 구리에 의해 촉진된 LDL 산화를 억제하는데 효과적이었다

고 하였으며, Yoshida 등
62)
은 차의 flavonoids가 세포내의 superoxide 생성을 감

소시키고 Fe
++
을 킬레이트화해서 macrophage와 endothelial cell에 의한 LDL 산

화를 효과적으로 억제하였다고 보고 하였다. Naderi 등
63)
의 in vitro 연구에서

flavonoids는 유의적으로 LDL 산화를 억제하였고, flavonoids중에서 genistein,

morin 그리고 naringin은 biochanin A, apigenin 보다 강력한 LDL 산화 억제 효

과를 나타내어 flavonoids가 동맥경화를 예방하는데 중요한 요인으로 작용할 것

이라고 보고 하였다.

녹차(Camellia Sinensis O. Ktze)는 커피, 코코아와 함께 널리 애용되고 있는

비알코올성 기호음료일 뿐만 아니라 식용유지 및 식품의 보존에도 일부 사용되

고 있다.
64)
녹차는 Camellia 속으로 90여종이 있으며 현재 많이 음용되는 중국종

은 Camellia sinensis var. Sinensis이고, 앗샘종은 Camellia sinensis var.

Assamica로 불려지고 있다.
65)
우리나라에 차가 처음 들어온 시기는 신라 27대

선덕여왕(AD 632-647)때이며, 그로부터 200년 후인 42대 흥덕왕 3년(AD 828)에

의해 차를 경남 지리산에 심어 음용하기 시작하였다.
65)
녹차는 머리를 맑게 해주

고 오장의 기를 돋우어 주고, 간을 강하게 하며 열을 내리고 체내의 노폐물을 빨

리 씻어주며, 소화 작용 및 갈증을 해소하는 약효가 있다고 전해진다.
65)
녹차의

함유성분 중 flavonoids류에는 catechin, quercetin, myricetin, kaempferol등이 알

려져 있고, 그 중에서도 항산화 활성으로 잘 알려져 있는 Catechin류에는

(+)catechin(C), (-)epicatechin(EC), (+)epigallocatechin(EGC), (-)epicatechin gallate(ECG),

(-)epigallocatechin-3-gallate(EGCG)등이 있으며 상대적인 양은 EGCG (58％) > EGC

(12％ ) > EC (6.6％) > GCG (1.6％) > ECG(0.5％) > Caffeine (0.4％)의 순서이

다.
66)
녹차 한잔 중에는 100mg 내외의 catechin이 함유되어 있는 것으로 알려져 있
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다.
67)
녹차는 역학조사 결과에서 녹차를 음용하는 사람은 비음용자에 비해 관상동맥

질환의 위험이 감소된다는 보고가 있으며,
68)
Yamaguchi 등

69)
은 동물실험에서 녹차

가 농도 의존적으로 혈중 콜레스테롤 저하 효과를 나타내었으며, in vivo 실험에

서 녹차의 섭취가 혈중 콜레스테롤 및 중성지방을 감소시키고, HDL-콜레스테롤

은 증가시킴으로써 동맥경화를 줄일 수 있는 가능성을 반영하고 있다고 하였

다.
70)
또한 Yang

71)
등은 녹차의 혈중 콜레스테롤 저하효과가 녹차에 다량 함유

되어 있는 (-)epicatechin gallate(ECG)와 (-)epigallocatechin gallate(EGCG)의 작

용에 의한 것임을 보고하였다. Nada 등
35)
은 녹차추출물의 hydroxyl radical과

superoxide anion 소거능 등을 보았으며, Navia 등
51)
의 녹차 카테킨에 의한 혈소판

보호 작용 및 윤여표 등
72)
의 항 혈전 효과가 있는 것으로 보고되었다. Zhang 등

73)
은 tea

catechins이 2,2′-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)에 의한 적혈구막의

용혈에 대한 효과를 나타내었으며, 녹차 폴리페놀들이 기존의 항산화제들보다

LDL 산화에 더 강력하게 억제효과를 나타내었다는 Zhu 등
74)
의 연구 결과도 보

고되었다. 이영자 등
75)
의 연구에서는 메탄올, 에탄올, 에틸아세테이트 등의 용매

별 녹차 추출물 모두에서 기존 항산화제인 BHT, α-tocopherol보다 좋은 항산화

효과를 보였다고 하였다. 또한 녹차 카테킨은 심혈관질환의 기질 형성단계에 관

여하는 것으로 알려진 LDL 산화를 억제시키는 기능을 갖고 있는 것으로 보고된

바 있다.
76)



- 11 -

Eepigallocatechin gallate [ECGC] Epigallocatechin [EGC]

Eepicatechin [EC] Epicatechin gallate [ECG]
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Figure 2. Structures of catechins.
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예로부터 건조시킨 감귤과피를 진피(Aurantii nobilis pericarpium)라고 하여 한

약재로 사용되어 왔으며, carotenoids, bioflavonoids, pectin, peel oil 및 terpenes

가 풍부하게 함유되어 있고,
77)
천연에서 발견되고 있는 약 300여종의 carotenoids

계 색소 중 115종이 감귤에 존재한다.
78)
감귤과피의 주요 carotenoids로는 β

-carotene과 cryptoxanthin을 비롯한 β-citraurin이 있다.
78)
은종방 등

79)
의

flavonoids 함량조사에서 hesperidin과 naringin이 주된 flavonoids로 밝혀졌고, 그

함량은 hesperidin과 naringin이 각각 38.90 ㎎/100g, 10.77 ㎎/100g이었다. 손흥수 등
80)

은 감귤과피의 hesperidin은 모세혈관의 수축을 촉진시켜 혈압을 강하하여 고혈압

을 예방한다고 보고하였으며, Monforte 등
81)
은 hesperidin을 첨가한 식이 섭취 시

지질 저하 효과가 있었다. Bok 등
82)
의 연구에서 naringin은 혈액 내 LDL콜레스

테롤의 함량을 감소시키는 효과가 있다고 하였다. Rapavi E 등
83)
은 Wistar

albino rats에 고지방 식이와 diosmin(450 ㎎/㎏)과 hesperidin(50 ㎎/㎏)의 공급

으로 대조군에 비해 간의 TBARS 생성 수준을 감소시켜 간 지질의 개선 효과가

있었다고 하였으며, 손정숙 등
42)
의 in vivo 연구에서 hesperidin과 naringin을 각

각 0.25, 0.50, 1.0％ 수준으로 식이를 섭취시켰을 때 naringin은 0.5, 1.0％수준으

로 식이 내에 첨가된 경우 혈장에서의 TBARS 생성 수준을 유의적으로 감소시

켰으며, hesperidin은 식이 내 0.25, 0.5, 1.00％ 수준 모두에서 간의 TBARS 생성

수준을 유의적으로 감소시켰다고 보고되었다. 또한 hesperidin을 식이 내 1.0％수

준으로 첨가시켰을 때 적혈구와 간에 존재하는 항산화계 효소인 CAT, SOD 및

GSH-Px의 활성이 모두 높아지는 경향을 보였다고 하였다. Jin YR 등
84)
의

hesperidin에 의한 혈소판 응집 억제효과, Maridonneau-Parini 등
85)
의 naringin이

세포막의 지질 과산화를 효과적으로 억제했다고 보고하였으며, Jeon 등
86)
의

0.02%의 naringenin의 공급으로 인한 과산화지질 생성 억제 효과 및 SOD와

GSH-Px의 활성을 유의적으로 증가시켜 항산화 효과를 나타내었고, Santus 등
87)

의 flavone diosmin 90%와 flavonone hesperidin 10%로 구성된 Daflon 자외선에

의해 유도된 지질과산화와 plasma membrane 손상을 억제하여 TBARS 수준을

낮추어 주었다고 하였고, Han 등
88)
의 naringing의 항균 작용 등 이들의 생리 활

성이 보고되고 있다.

‘백년초’라고도 불리는 손바닥 선인장(Opuntia ficus-indica var. saboten)은 멕
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시코가 원산지인 다년생 식물로 우리나라의 제주도 등지에서 자생하고 있는 귀

화식물이다.
89)
제주에서 특용작물로 재배되는 손바닥선인장은 다양한 형태의 기

호식품으로 개발되어 시판되고 있으며 손바닥선인장 열매의 성분 분석 결과 조

단백질 4.24%, 조지방 1.35%, 조섬유 3.79%, 조회분 12.12%이며 이외에 비타민

C와 여러 무기질(Ca, P, Mg 등) 그리고 polyphenol 3～5%, 플라보노이드 1～

1.5%를 함유하고 있다고 한다. 선인장 점액질 중의 다당류 함량은 1.8%로 그 구

성성분인 mannose는 208mg%이다.
90)
손바닥선인장의 열매는 서양배 같은 모양

으로 적색의 betaine를 함유하고 있으며 항산화 활성을 가진다고 하였다. betaine

색소는 적색의 betacyanines과 황색의 betaxanthines으로 구성되어 있으며 적색

비트에 함유된 betacyanine의 75～95%는 betanine으로 알려져 있다.
91)
현재까지

손바닥 선인장에 함유되어 있는 성분에 대해 알려진 것은 당류 외 flavonoid계

성분으로 isorhamnetin, quercetin, kaempferol 등이 있으며, 최근에는

trans-dihydrokaempferol, trans-dihydroquercetin이 보고
43)
되었고, 이외에 anhalinin,

indicaxanthin, isobetain, saponin등이 있다.
92)

한방에서는 선인장의 뿌리와 줄기를 약으로 사용하며, 이질, 치질, 해수, 인후

통, 폐옹, 유옹, 정창, 화상 등의 치료에 이용되고 있다.
93)
특히 우리나라에서는

오래 전부터 변비치료, 이뇨효과, 장운동의 활성화 그리고 식욕증진의 목적으로

선인장의 열매 및 줄기를 사용하여 왔고, 특히 줄기는 피부질환, 류마티스 및 화

상치료에 민간요법으로 사용되었다. 이처럼 다양한 효능을 가진 손바닥선인장의

약리작용에 대한 연구 결과로는 Wolfram R 등
94)
의 손바닥 선인장 섭취로 혈소

판 응집억제 효과가 있었다는 보고가 있으며, Fernandez 등
95)
의 고콜레스테롤 혈

증을 일으킨 guinea pig에 손바닥 선인장을 공급시켰을 때 펙틴 성분에 의한 혈

중 LDL 농도의 감소 효과가 있다는 연구 결과가 보고되었다. 또한 Oh PS 등
96)

의 연구에서 손바닥 선인장이 활성산소종(reactive oxygen species : ROS)의 생

성을 억제함으로써 지질과산화 생성을 억제하여 혈장 내 지질수준을 감소시켰다

고 하였다. Li 등
97)
in vivo 연구에서 선인장 분말 섭취가 대조군에 비해 혈청

TBARS 수준의 감소를 보였으며, SOD의 활성을 높여 고지혈증 쥐에 있어 혈청

지질수준 개선 효과를 볼 수 있었다고 하였고, 이남호 등
89)
의 연구에서는

DPPH방법에 의해 손바닥 선인장의 라디칼 소거 활성 측정결과 선인장 줄기의
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메탄올 추출물에서 가장 강한 항산화 활성이 나타났으며 이는 선인장에 포함되

어 있는 페놀계 물질일 가능성이 있다고 하였다. 이 외에도 손바닥 선인장의 혈

중 콜레스테롤 저하 효과,
98,99)

Palumbo
100)
의 간의 cholesterol 저하효과, Qiu 등

101)
의 radical scavenging 효과, Tesoriere 등

102)
의 항산화 효과, Laurenz과 Shin

등
103,104)

의 혈당강하 효과, Lee 등
105)
의 항궤양작용, 항염증 및 항균효과,

106,107)
붉

은 열매에서 추출한 베타닌 색소의 안전성에 관한 연구
108)
등 손바닥 선인장은 혈

장 내 지질 개선효과 및 항산화 효과 외에도 다양한 효능을 갖고 있는 것으로

보인다.

본 연구는 흰쥐를 이용한 in vitro 실험으로 녹차 추출물, 감귤박 추출물, 손바

닥 선인장 추출물의 free radical 소거 활성을 비타민 E와 비교한 후 각각의 추

출물의 대한 항산화 활성을 보고자 이에 대한 지표로서 혈소판 응집, Hemolysis,

적혈구 막의 Na-leak, TBARS 생성 및 LDL 산화 정도를 보고자 하였다.
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Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

1) 실험동물

본 실험은 생후 10～14주 전후의 Sprague Dawley 숫쥐를 이용하여 in vitro

실험을 하였으며, 실험기간 동안 다음과 같은 환경에서 동물을 사육 하였다. 동

물 사육실의 명암주기는 1일 12시간, 온도 20～25℃와 습도 40～60%를 일정하게

유지되도록 조절하였으며, 실험기간동안 물은 무제한으로 공급하였고 식이는 흰

쥐용 고형사료로 무제한 공급하였다.

2) 재 료

녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물이 혈소판 응집, Hemolysis, Na-leak,

TBARS 생성 및 LDL 산화에 미치는 영향을 알아보기 위해 흰쥐를 이용한 in

vitro 실험을 하였다. 이에 필요한 시료는 다음과 같이 구입하여 추출하였다. 녹

차는 태평양 제주 녹차박물관내 연구소에서 2006년도 봄에 채취하여 건조된 신

선한 녹차분말을 구입하여 실험실에서 사용하였으며, 손바닥 선인장 분말 및 감

귤박 분말은 제주 농업 기술 연구 센터에서 구입하여 사용하였다. 녹차, 손바닥

선인장 및 감귤박 추출물은 위의 시료 각각의 분말을 70% 에탄올에 3번 추출하

고 진공 농축한 것을 실험에 이용하였으며, 위의 세가지 추출물을 에탄올, 메탄

올, DMSO 용매에 각각 녹여 본 결과 DMSO 용매에서 용해도가 가장 높았다.

따라서 본 연구에서는 70% 에탄올에 추출한 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출

물을 DMSO 용매에 녹여서 in vitro 실험에 사용하였다. 또한 녹차, 손바닥 선

인장, 감귤박 추출물이 산화적 조건에서의 항산화 활성을 측정하기 위하여 혈소

판 응집 실험을 제외한 모든 실험에 100 mM AAPH를 사용하여 인위적으로 산

화적 환경을 조성하였다. 2,2´-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloride(AAPH)는
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세포막 안으로 들어가서 산소분자와 반응해 free radical을 주는 수용성

물질로서 생체막의 지질층을 과산화 시켜 산화적 손상을 초래한다. 지용성인 비

타민 E는 강력한 항산화제로 알려져 있다. 따라서 각 추출물의 항산화 활성 정

도를 비교하기위해 DPPH 방법에 의해 라디칼 소거 활성을 측정하여 비타민 E

와 비교 하였다. 실험군은 AAPH를 첨가하지 않은 AAPH 비처리군, AAPH 처

리군, AAPH 처리군 중에서 녹차 추출물을 첨가한 Geen tea군, 손바닥 선인장

추출물을 첨가한 Cactus군, 감귤박 추출물을 첨가한 Tangerine군, Tocopherol (5

mM)을 첨가한 비타민 E군으로 6개의 그룹으로 나누어 in vitro 실험을 하였다.

2. 실험방법

1) 시료수집

(1) 혈액채취

Sprague Dawley 숫쥐를 ether로 마취시킨 후, heparin이 들어 있는 vacuum

tube에 cardiac puncture 방법으로 혈액을 채취하였다. 혈소판 응집과 Na-leak,

적혈구 용혈 실험은 채혈 즉시 전혈로 실시 되었으며, TBARS 측정은 PRP와

human LDL을 분리하여 시료로 사용 되었다. PRP는 쥐의 혈액을 채취하여

2,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상층액을 얻었으며, LDL은 사람의 혈장을

초고속원심분리하여 채취하였다. 본 실험은 in vitro 실험으로서 혈소판 응집, 적

혈구 용혈, Na-leak, PRP와 LDL TBARS 측정은 각각 따로 실험이 진행되었다.

2) 시료분석

(1) DPPH Radical 소거능력

녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 에탄올 추출물의 항산화 활성을 DPPH (2,2

Diphenyl 1-Picryl hydrazyl, Sigma-Aldrich)방법
109)
을 이용하여 비타민 E와 비

교하였다. DPPH는 항산화 물질에 의한 radical 소거활성을 측정할 때 이용되며,

그 자체가 짙은 자주색의 질소중심의 라디칼로서 라디칼전자의 비편재화에 의해
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안정화된 구조로 존재한다. 그러나 DPPH radical이 항산화 물질과 반응하여 그

농도가 감소됨에 따라 517 nm에서 DPPH에 의한 흡광도가 감소되는데 항산화

시료의 환원력의 크기에 따라 흡광도의 감소가 크다. 본 실험에서는 1 ㎖의 메탄

올에 녹인 여러 농도의 시료를 0.5 ㎖의 0.3 mM DPPH-메탄올 용액에 첨가하여

시료첨가 후 10분일 때 최종농도 0.1 mM DPPH에 대한 흡광도 50%의 감소를

가져오는 시료의 농도(scavenging activity, SC50)를 측정하여 시료의 radical 소

거활성을 비교하였다.

(2) 혈소판 응집 (Whole blood platelet aggregation)

혈소판응집 측정에 앞서 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 각각의 에탄올 추출물

은 DMSO 용매에 녹여 시료를 준비하였고, 비타민 E는 α-tocopherol을 에

탄올에 녹여 실험에 사용하였다.

혈소판응집은 전혈을 이용한 impedance 방법으로 Chronolog Platelet

Aggregometer (Chrono-Log 500-CA, Havertown, USA)를 이용하여 측정되었

다. 채혈 즉시 전혈 250 ㎕에 DMSO 용매에 녹인 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박

각각의 추출물을 최종 농도 400 ㎍/㎖이 되게 넣었고, 비타민 E는 최종 5 mM이

되게 넣은 후 추출물과 비타민 E가 반응 할 수 있도록 가온부에서 20분간 배양

을 하였다. 배양 후 여기에 750 ㎕ 생리적 식염수 (0.9% NaCl, 1:4)로 희석시켜

혈소판 농도 200,000 / ㎕로 조정한 후, 1 mM ADP (adenosine diphosphate)를

20 ㎕(최종 농도 2 mM) 넣어 응집을 유도하였으며 3회 반복한 평균치를 사용하

였다.

Whole blood platelet aggregation은 응집의 진행에 따라 혈액에 삽입된 두개

의 백금전극 사이에 나타나는 전기저항 (impedance)의 상승을 측정하는 방법으

로, recorder response를 20 Ω이 되게 impedance gain을 맞추어 둔 것이다. 이

방법은 신선한 전혈을 사용하여 혈액 내 다른 성분의 존재 하에서 측정하므로,

보다 생리적인 상태에서 혈소판 응집성을 관찰하는 장점이 있다.
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(3) 적혈구 용혈

녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 에탄올 추출물을 DMSO 용매에 녹여 사용 하였

으며, 비타민 E는 α-tocopherol을 에탄올에 녹여 실험에 사용하였다. 여기에 100

mM AAPH를 넣어 산화적 스트레스를 가하여 적혈구 용혈 정도 측정하였다.

적혈구 용혈 정도는 Buckingham
110)
의 방법을 참고하여 측정하였다. 적혈구의

용혈은 Heparin 처리된 혈액을 채혈 즉시 500 ㎕ 떠서 Phosphate Buffered

Saline (PBS, pH 7.4) 5 ㎖에 분산시킨다. PBS는 phosphate buffer (0.1 M

Na2HPO4, 0.02 M HCl)와 0.89% NaCl를 동량으로 혼합하여 제조하였다. PBS에

분산시킨 용액을 1,200 × g에서 10분간 원심 분리하여 상층액을 버린 다음, 남은

적혈구 부분에 각각의 DMSO 용매에 녹인 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물

을 최종 농도가 400 ㎍/㎖ 되게 넣었고, 비타민 E는 최종 농도가 5 mM이 되게

넣었다. 여기에 100 mM AAPH와 300 ㎕ PBS를 넣어 20분간 water bath에서

배양하였다. 100 mM AAPH는 최종 1 mM되게 첨가 하였다. 배양 후 다시

4700 ㎕의 PBS용액에 분산시킨다. 두 개의 시험관에 각기 4 ㎖의 PBS와 증류수

를 넣은 다음 적혈구 분산액을 1 ㎖씩 넣어 혼합하고 마개를 한 후 37℃ CO2 배

양기에서 2시간 배양한다. 배양액을 천천히 아래위로 흔들어 액을 섞은 후 10분

간 1200 × g에서 원심분리하고, 상층액을 취해서 spectrophotometer로 415 nm에

서 흡광도를 측정했다.

〔％ 용혈 = (buffer 분산액의 흡광도 / 증류수 분산액의 흡광도) × 100〕

(4) 적혈구막 Na-leak 측정

가. 적혈구의 전처리

in vitro 실험으로 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물은 70% 에탄올에 추출

한 것으로서 수용성이므로 배양 후 CWS에 Washing하는 과정에서의 손실을 방

지하여 추출물의 생리 활성을 보고자 Na-leak과 Intracellular Na 측정은 분리하

여 실험을 하였다. 또한 DMSO용매에 녹인 각각의 추출물과 100 mM AAPH 등

의 시료는 #4용액에 넣어 미리 준비하였다.
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녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 에탄올 추출물을 DMSO 용매에 녹여 최종 농도

가 100 ㎍/㎖가 되게 #4용액에 넣어 미리 준비하였으며, 비타민 E는 α-tocopherol

을 에탄올에 녹여 최종 농도 5 mM이 되도록 넣었다. 여기에 100 mM AAPH를

최종 1 mM이 되도록 넣어 인위적인 산화적 스트레스를 가하여 세포막에서 흘러

나오는 Na양을 측정하였다.

채혈 즉시 전혈을 2,000 rpm에서 10분간 원심분리 시켜 PRP를 걷어낸다. 걷

어낸 PRP는 TBARS측정에 사용되었다. 적혈구 1.5 ㎖에 500 mM 비타민 E를

최종 5 mM이 되게 넣어 water bath(37℃)에서 20분간 incubation시키고, 나머

지 적혈구는 50㎖ Conical tube에서 대략 5배의 cold isotonic Choline chloride

washing solution 〔CWS, 150 mM choline chloride, 10 mM Tris-4-morpholinopropane

sulfonic acid (MOPS) 4℃ PH 7.4〕를 넣고 천천히 위아래로 흔들어준 후 다시

3000 rpm에서 10분간 원심분리 시킨 후 상층액을 버린다. 이렇게 CWS로 5번

반복해서 적혈구를 씻어준다. 배양이 끝난 비타민 E군도 동일한 방법으로 CWS

로 5회 반복해서 적혈구를 씻어준다. 마지막 상층액을 버린 후 적혈구 pellet을

CWS로 희석하여 hematocrit값이 40 ～ 50 %가 되게 조정 한 후 정확한 hematocrit값

을 측정하였다.

나. Na-leak 측정

Na leak은 Ouabain에 의해 Na-K ATPase와 Furosemide에 의해 Na-K

cotransport가 차단된 상태에서 흘러나온 Na량을 뜻한다.

AAPH는 free radical을 생성하여 적혈구 막의 지질층을 과산화 시켜 세포막의

손상을 초래하는 것으로서 Intact한 적혈구에 비해 AAPH를 처리한 적혈구의

Na-leak은 증가할 것으로 생각된다.

각각 30 ㎖의 medium 4 (150 mM choline chloride, 10 mM glucose, 1 mM

ouabain, 1 mM furosemide, 10 mM Tris-MOPS 37℃ pH 7.4)에 DMSO 용매에

녹인 각각의 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물을 최종 농도 100 ㎍/㎖되게 넣

었으며, 100 mM AAPH를 최종 1 mM 되도록 첨가하여 미리 얼음에 박아두었

다. Hmatocrit을 측정한 적혈구 용액 1.5 ml를 미리 준비한 medium 4 (150 mM

choline chloride, 10 mM glucose, 1 mM ouabain, 1 mM furosemide, 10 mM
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Tris-MOPS 37℃ pH 7.4)에 넣어 섞은 후 10개의 test tube에 고르게 분배하여

0, 10, 20, 30, 40분 간격으로 37℃ shaking water bath에서 배양하여, 즉시 얼음

속으로 옮겨 Na efflux를 중단시킨 후, 4℃에서 원심 분리하여 상층액을 분리하

였다. Na leak실험은 진행되는 동안 모든 medium과 test tubes는 얼음 속에 보

관되었다.

분리된 상층액의 Na 농도는 atomic absorption spectrophotometer (AA6701F

Shimadzu Corporation, Japan)을 이용하여 측정하였고 기울기 (Na ㎍/㎖/min)를

구한 후, AAPH를 처리한 적혈구로부터 흘러나온 Na leak값을 계산하였다.

다. Intracellular Na 측정

전혈을 3000 rpm에서 10분간 원심분리 시켜 plasma와 buffy coat를 걷어낸

다. 각각의 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물을 DMSO 용매에 녹여 최종 100

㎍/㎖이 되도록 적혈구 1.5 ㎖에 넣고, 비타민 E는 최종 5 mM이 되도록 넣었다.

여기에 100 mM AAPH를 1 mM이 되도록 첨가하여 water bath에서 20분간 배

양한다. 배양 후 대략 5배의 CWS를 넣고 천천히 위아래로 흔들어준 후 다시

3000 rpm에서 10분간 원심분리 시킨 후 상층액을 버린다. 이렇게 CWS로 5번

반복해서 적혈구를 씻어준다. 마지막 상층액을 버린 후 적혈구 pellet을 CWS로

희석하여 hematocrit값이 40～50 %가 되게 조정 한 후 정확한 hematocrit값을

측정하였다.

적혈구 용액 50 ㎕를 5 ㎖의 0.02% acationox (metal free detergent, Scientific

Product, USA)을 넣은 것으로, 적혈구내의 Na 농도 (intracellular Na) 값을 계산

하기 위하여 원자흡광광도계 (atomic absorption spectrophotometer, AA6701F

Shimazu Corporation, Japan)을 이용하여 Na 농도를 측정하였다.
111,112)

적혈구 용액

계산식 :

[Na ㎍/㎖]
×
[60min]

×
[μmole]

×
[31.5-(1.5×HCT)]

= Na mmole/ℓ rbc/hr
[min] [hr] [23㎍] [1.5×HCT]
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Intracelluar Na :

[ Na ㎍]
×

[μmole]
×

[101]
= Na mmole/ℓ rbc

[㎖] [23㎍] [HCT]

(5) LDL과 PRP의 TBARS 측정

LDL은 사람의 혈장을 <Figure 3>와 같이 sequential discontinous density

gradient의 초 원심분리 과정을 반복하여 얻었으며, PRP은 전혈을 2,000 rpm에

서 10분간 원심분리 한 후 채취하였다. 시료는 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물을

DMSO 용매에 녹여 사용하였으며, 비타민 E와 100 mM AAPH를 넣어 LDL과

PRP의 과산화 물질 생성을 측정하였다.

LDL과 PRP의 TBARS 함량은 Yagi
113)
의 방법을 이용하여 측정하였다. 분리해

놓은 각각의 LDL 및 PRP 250 ㎕에 DMSO용매에 녹인 녹차, 손바닥 선인장, 감

귤박 각각의 추출물을 최종 4 ㎎/㎖가 되게 넣었으며, 비타민 E는 최종 농도 5

mM, 100 mM AAPH는 최종 농도 2 mM이 되도록 넣고 냉장고에서 24시간 방

치 후 실험을 하였다. 배양이 끝난 각각의 시료에 1/12N 황산 4 ㎖와 10%

phosphotungstic acid 0.5 ㎖를 넣고 5분간 방치한 후 2,200 × g에서 10분간 원심

분리하여 상층액은 버리고 침전물에 1/12N 황산 2 ㎖와 10% phosphotungstic

acid 0.3 ㎖를 넣고 위와 같은 과정을 다시 한 번 반복하였다. 이 과정 후 얻어진

침전물에 증류수와 TBA reagent를 가하여 잘 섞은 후 뚜껑을 막고 95℃에서 1

시간 반응시켰다. 여기에 n-butanol을 가하고 잘 섞은 후 2,200 × g에서 15분간 원

심분리한 후 상층액을 취하였다. 1,1,3,3,-tetraethoxypropane을 표준용액으로 하여

상층액에 있는 TBARS양을 Spectrofluorometer (Kontron Instruments SFM-25)

로 excitation 515 nm, emission 553 nm에서 정량 하였다.
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(6) LDL Oxidation 측정

가. LDL 분리

LDL은 <Figure 3>와 같이 사람의 혈장을 sequential discontinous density

gradient의 초 원심분리 과정을 반복하여 얻었다.
114,115)

우선, NaCl로 사람의 혈

장 밀도를 1.063 g/㎖로 조정한 후 원심분리 (150,000 × g, 4℃, 20시간)하여

plasma, chylomicron, very low density lipoprotein(VLDL)과 LDL fraction을

HDL과 lipoprotein deficient serum(LDS) fraction에서 분리하였다. 그리고 LDL

이 섞여있는 fraction은 밀도를 1.019 g/㎖로 조정하여 원심분리(150,000 × g,

4℃, 20시간)한 후에 상층부분의 chylomicron/VLDL fraction을 제거하였다. 나머

지 하층부분은 다시 NaCl로 밀도를 1.063 g/㎖로 조정하고 같은 방법으로 원심

분리하여 LDL fraction을 순수 분리하였다. 분리된 LDL은 4℃에서 0.154M

NaCl, 0.01% EDTA buffer(pH 7.4)로 24시간 투석하였다.

나. LDL의 산화

LDL 100 ㎕에 1 mM CuSO4 70 ㎕를 넣어 산화를 유도하였고, DMSO 용매

에 녹인 각각의 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물은 최종 2 ㎎/㎖, 비타민 E는

최종 5 mM되게 넣어 전체부피가 500 ㎕가 되도록 F/10배지(pH 7.4)를 섞어 5%

CO2 incubator에서 37℃로 24시간 배양하였으며 배양이 끝난 후 40 mM EDTA

25 ㎕로 CuSO4의 산화를 억제한다.

다. Agarose gel electrophoresis

녹차, 감귤박, 손바닥 선인장 추출물이 LDL산화에 미치는 영향을 알아보기

위하여 agarose gel electrophoresis를 실시하였다. 0.7％ agarose gel을 사용하여

이동도를 관찰하였다. 시료용액과 산화 LDL을 배양하여 20 ㎕를 주입하였고 135

㎷의 전력으로 pH8.6, 0.05M barbital buffer를 사용하여 전개시켰다.
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Figure 3. Preparation of low density lipoprotein (LDL)
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4. 통계처리방법

본 실험의 측정치는 평균과 표준편차로 표시되었고, 실험 결과들은 one-way

ANOVA를 사용하여 분석하였으며, 5% 수준에서 유의차가 있을 때 Duncan

multiple range test에 의해 각 처리군 간의 유의차를 검증하였다.
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Ⅲ. 실험 결과 및 고찰

1. DPPH법에 의한 추출물의 Radical 소거능의 비교

DPPH법에 의해 녹차 추출물, 손바닥 선인장 추출물, 감귤박 추출물 및 비타민

E의 free radical 소거 활성을 측정하여 그 결과는 <Table 1>에 제시하였다.

각각의 추출물과 비타민 E의 free radical 소거 활성의 순서는 비타민 E > 녹차

추출물 > 손바닥 선인장 추출물 > 감귤박 추출물 순으로 나타났으며, 비타민 E

에서 7.5 ㎍/ℓ으로 radical 소거 활성이 가장 높게 나타났으며, 그 다음으로 녹차

추출물에서 8.3 ㎍/ℓ으로 높게 나타났다. <Figure 4>에 제시된 DPPH방법에 의한 추출

물의 radical 소거 pattern을 살펴보면 비타민 E군에서 radical 소거 활성이 1분이되기도

전에 최종 농도 0.1mM DPPH에 대한 흡광도 50%의 감소를 나타내어 더 이상의 감소가

없는 것으로 보아 radical 소거 활성이 끝난 것으로 생각되어진다. 녹차 추출물 군에서도

비타민 E와 유사한 경향을 나타내고 있다. 감귤박 추출물군의 radical 소거 pattern은

DPPH 메탄올 용액에 시료 첨가 후 10분이 지나서도 계속 감소되는 것으로 보아 radical

소거 활성이 끝나지 않고 지속적인 감소 경향을 나타낼 것으로 생각된다. 따라서 radical

소거 pattern 결과에서도 비타민 E와 녹차 추출물 군에서 가장 높은 radical 소거 활성을

보이고 있으며 감귤박 추출물 군에서 가장 낮은 활성을 나타내고 있다.

생체 내 산화물질로 작용하는 활성 산소 등은 대표적으로 라디칼 물질로서, 라

디칼 소거 활성 물질은 항산화제로 인식되고 있다. DPPH는 화학적으로 안정화

된 free radical을 가지고 있는 수용성 물질로 515 nm～520 nm부근에서 최대 흡

광도를 가지며, 항산화 활성이 있는 물질과 만나면 전자를 내어주면서 라디칼이

소멸되고 색깔이 변한다. DPPH는 radical에 대한 소거 활성 능력을 알아보는 방

법으로서 여러 종의 항산화 성분이 내재된 추출물 등의 항산화 효과를 분석할

수 있다.

Yukiko 등
66)
은 녹차의 주요 성분은 catechin류로 그 상대적인 양은 EGCG가

58%로 가장 많이 함유하고 있으며 가장 강한 활성을 나타낸다고 하였다. 손바닥
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선인장 열매에는 적색 비트의 함유성분인 75～95%의 betanine이 함유되어 항산

화 활성을 나타내고,
91)
isorhamnetin, quercetin, kaempferol 등이 포함되어 있고

3～5%의 polyphenol, 1～1.5%의 flavonoids 등이 함유 성분으로 알려져 있다.
90)

우리나라 고유 과실유인 감귤 과피 내의 flavonoid 함량 조사 결과 hesperidin과

naringin이 주된 flavonoids임이 알려져 있고,
79)
감귤에 존재하는 hesperidin은 모

세혈관의 투과성을 유지하는데 필요한 물질로 Vit. P의 활성을 가지며 지질과산

화물 형성을 억제한다고 알려져 있다.
42)

Saito 등
34)
의 연구에 의하면 Brazilian green tea의 추출을 DPPH로 분석한 결과

녹차 추출물의 항산화 활성은 EGCG(epigallocatechin gallate)와 ECG(epicatechin

gallate)의 구성 성분과 밀접한 상호 관련성이 있다고 보고되었으며, Liuji 등
116)
의

연구에서 녹차 카테킨은 in vitro 연구에서 EGCG, EGC, EC, ECG의 4가지 화합

물이 환원력의 규칙적인 순서에 따라 항산화 사이클을 이루어 상호 협조적인 증

강효과를 나타난다고 했으며, 녹차의 항산화 기전은 카테킨의 B ring에 있는 수

산화 기와 갈레이트 기가 라디칼 소거 활성에 기여하는 중요한 요소이며, B ring

에 존재하는 최소한 한 개의 ortho-dihydroxyl 기와 3번 위치의 갈레이트기는 라

디칼 소거활성의 효과를 유지하는데 중요한 역할을 하며, 갈레이트기가 있는 카

테킨이 강한 항산화 능력을 가지고 있다고 보고하였다. Rafat 등
22)
의 in vitro 연

구에서 flavonoids가 높은 hydroxyl radical 소거 활성을 가지고 있어 지질과산화

를 억제 할 수 있다고 하였고 이러한 활성은 flavonoids의 aromatinc B-ring에

치환된 hydroxyl group의 수에 따라 증가한다고 하였다. Lee 등
117)
은 손바닥 선

인장 줄기의 에탄올추출물이 ․OH를 소거하여 plasmid DNA의 손상으로부터 보

호 효과가 있었다고 하였으며, 이러한 결과는 손바닥 선인장 추출물의 활성을 갖

고 있는 phenolic의 높은 함량 때문이라고 하였다. 이남호 등
89)
의 연구에서도 선

인장 줄기의 메탄올 추출물에서 가장 강한 항산화 활성이 나타내었으며 라디칼

소거 활성을 나타내는 유효 성분은 선인장에 포함되어 있는 페놀계 물질일 가능

성이 있다고 하였다. Butera 등
37)
의 연구에서 손바닥 선인장으로부터 추출한

betanin과 indicaxanthin의 scavenging 활성은 trolox보다 더 효과적이었다고 보

고하였다.
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Flavonoid의 화학적 구조가 그들의 생화학적 활성에 영향을 미친다고 하였다.

flavonoid가 과산화지질의 생성을 효과적으로 억제하기 위해서는 구조적으로 C

ring의 C-3위치에 -OH기가 존재하여야 하고 C ring의 C-2와 C-3 사이에 이중

결합이 있어야 하며,
21)
A와 B ring의 -OH의 수가 4개 이상이어야 하며

22)
당과

결합된 배당체(glycoside)형태로 존재하여야 한다고 하였다.
23)
이러한 flavonoid는

hydroxyl radical, superoxide anion radical, peroxyl radical과 peroxyl nitrite의

scavenging
29-31)
할 뿐만 아니라 Fe과 Cu를 chelating

32)
하고 항산화 효소의 활성을

증가시킴으로써 항산화 활성을 나타내는 것이라고 보고되었다.
33)
그러나 감귤과

피의 함유성분인 hesperidin과 naringin은 모두 flavanone에 속하며 hesperidin은

탄소 5와 3′에 hydroxyl group이 위치하고 탄소 7과 4′위치에 각각

rhamnose-glucose와 O-methyl group이 치환되어 있어서
21)
위 조건들을 갖추지

못하여 감귤박 추출물에서 낮은 radical 소거 활성을 나타낸 것으로 생각되어진

다.

본 실험에서 녹차 추출물, 손바닥 선인장 추출물, 감귤박 추출물 및 비타민 E

의 DPPH radical 소거 활성 측정 결과 비타민 E 및 녹차 추출물에서 radical 소

거 활성이 가장 높은 것으로 나타났으며 감귤박 추출물의 radical 소거 활성이

가장 낮은 것으로 나타나 위의 여러 연구 결과들과 유사하다. 비타민 E와 각각

의 추출물의 radical 소거 활성은 여러 연구 결과들처럼 각 추출물에 함유되어있

는 생리활성 물질의 작용에서 기인되는 것으로 생각되어지고 그 중에서도 비타

민 E와 녹차 추출물에 함유되어 있는 카테킨류 성분이 항산화 작용에 효과적인

것으로 생각된다.
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Table 1. SC50 concentration of extracts for 0.1mM DPPH

Green tea Cactus Tangerine Vi

SC50
1) (㎍/ℓ) 8.32) 8752) 12502) 7

1) The extract concentrations at which the decrease in absorbance at 517nm by 50% for

0.1mM DPPH at 10minutes after addition extracts in methanol

2) Amount of extracts (mg) for the equivalent scavenging activity to SC50 of flavonoid
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Figure 4. Patterns of decrease in absorbance after addition of SC50 concentr

of extracts to 0.1mM DPPH.
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2. 혈소판 응집

혈소판 응집에 대한 결과는 <Table 2> 에 제시하였다. 혈소판 응집에서 최대

응집치(maximum aggregation)는 대조군에 비해 모든 군에서 감소하는 경향을

보였으며, 특히 녹차군에서 유의적으로 감소하였다 (p<0.05). 초기응집곡선(initial

slope)의 경우도 대조군에 비해 감귤박을 제외한 모든 군에서 감소하는 경향을

보였고, 녹차군에서 유의적으로 initial slope을 감소 시켰다 (p<0.05).

생체 내에서 혈액은 응고와 용해작용이 항상 평형을 이루고 있어, 정상적으로

순환하고 있는 동안에는 혈전이 생성되지 않으나 여러 가지 원인으로 그 균형이

깨지게 되면 혈전이 생성된다. 혈전 생성으로 인하여 혈관을 막게 되므로 혈액의

순환이 방해되어 조직으로의 영양분 및 산소공급이 중단되게 된다. 이로 인하여

뇌혈관이 막히면 뇌 혈전증, 심장혈관이 막히면 심부전증이 된다. 심근경색과 뇌

경색처럼 혈전이 혈관을 막아 일어나는 병을 혈전증이라 하며 이는 혈소판 응집

력의 항진에 의한 혈전의 형성이 직접적인 원인이 된다.

Neiva 등
51)
의 연구에서 사람의 PRP에 300 μM arachidonic acid, 3 μM ADP,

6 μM epinephrine을 넣어 혈소판 응집을 유도하였으며 그 결과 catechin 또는

epicatechin이 20～200 μM/㎖의 농도에서 의존적으로 혈소판의 과산화적 손상과

응집으로부터 혈소판 보호 작용이 있다고 보고 하였고, Lill 등
52)
은 녹차 카테킨

중 EGCG가 응집을 유도하는 thrombin 형성을 억제하여 혈소판의 기능을 저해

함으로써 항혈전작용이 있다고 하였다. Sagesaka-Mitane 등
118)
은 토기의 혈소판

을 collagen으로 응집을 유도한 결과 녹차의 온수 추출물의 경우 submaximal 응

집과 lag time이 낮아져 카테킨이 혈소판 응집에 대한 활발한 억제 효과를 나타

내었고, EGCG와 아스피린의 비교실험에서도 EGCG가 혈소판 응집 억제 효과가

있는 것으로 나타났으며 EGCG는 thrombin과 혈소판 응집에 관여하는 platelet

activating factor (PAF)의 활성을 억제하는 것으로 나타났다. 강민숙 등
99)
의 연

구결과 0.5%의 콜레스테롤을 첨가한 식이에 5%의 감귤박과 손바닥 선인장 분말

을 첨가하여 흰쥐에게 공급한 결과 최대 응집치와 초기 응집곡선이 대조군에 비

해 다소 감소하는 경향을 보였다. McGregor 등
119)
은 in vivo 실험을 통해 정제된

flavonoid (micronized purified flavonoid fraction : MPFF)가 쥐의 혈소판 기능
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을 보호하여 혈소판 응집 억제 효과가 있음을 확인하였다. anesthetized rat에 10

μM ADP와 50 μM collagen에 의해 응집을 유도하여 쥐의 혈소판 응집 억제 효

과를 측정한 결과 대조군에 비해 MPFF는 혈소판 응집을 감소시키고

disaggregation은 증가 시켜 flavonoid가 혈소판 응집 억제 효과가 있다고 보고하

였는데 혈소판 응집의 disaggregation은 혈소판의 재생으로 해석 할 수 있다.

Wolfram 등
94)
은 8명의 대조군과 8명의 heterozygous hypercholesterolemia 환자

를 대상으로 하여 손바닥 선인장을 250g/day 을 섭취시켰을 때 대조군과 환자

모두에게 platelet factor 4와 beta-thromboglobulin을 유의적으로 감소시켰고, ADP

로 유도한 혈소판 응집 감소 효과를 보였다. 또한 혈소판의 PGI2 에 대한 민감도

를 개선시켰다. Jin 등
120)
의 in vitro 실험 결과 토끼 혈소판에 collagen과

arachidonic acid로 응집 유도한 결과 orange에 함유된 hesperetin은

TXA2(thromboxane A2)로의 전환을 억제함으로써 혈소판 응집을 억제 한다고

보고하였다. 한편 Osman 등
121)
은 grape juice에는 quercetin, Kaempferol,

myricetin 등이 다량 함유되어 있으며 orange juice 및 gragefruit juice에는

quercetin 함량이 적고 naringin, luteolin, apigenin glucoside가 함유되어 있는데

이 세 가지 종류의 juice를 섭취시켰을 때 orange, gragefruit juice 보다는 grape

juice 섭취가 혈소판 응집 억제 효과를 나타내어 grape juice의 함유성분이 혈소

판 응집 억제제로 작용한다고 보고되었다. Mardla등
122)
은 α-tocopherol과

quercetin의 combination은 사람의 PRP에 ADP로 응집을 유도한 결과 혈소판 응

집 억제에 효과적이었다고 보고 하였으며, Gonzalez-Correa 등
123)
은 당뇨쥐에 α

-tocopherol과 aspirin의 combination은 대조군에 비해 혈소판 응집 억제 효과를

보였다고 하였다.

본 실험의 결과에서는 여러 연구결과와 같이 최대 응집과 초기 응집 모두에서

대조군을 제외한 모든 군에서 혈소판 응집 감소 경향을 보여 녹차, 선인장, 감귤

박, 비타민 E 군에서 혈소판 응집 억제 효과가 있다고 볼 수 있으며, 특히 녹차

군에서 유의적으로 감소하였으며 비타민 E 군에서도 다소 감소하는 경향이 나타

나 녹차 및 비타민 E가 혈소판 응집을 감소시켜 혈전 생성 억제에 가장 높은 효

과가 있다고 생각된다.
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Table 2. Effects of green tea, prickly pear cactus, tangerine extract and vitam

on platelet aggregation

Control Green tea Cactus Tangerine

Maximum(Ω)1) 12.50±4.05a 7.05±2.80b 11.73±4.04a 11.60±4.17a 10

Initial Slope(Ω/min)2) 12.06±4.58a 4.17±1.29b 10.23±4.34a 12.05±5.04a 9

1) Maximum aggregation is ohm at the point where aggregate dissociated.

2) Initial slope ohm change for the first one minute of aggregation.

Values are means ± SD of 10 rats.

Values in the same row not sharing the same superscript differ(p<0.05)
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3. Intracellular Na 및 Na-leak과 Hemolysis

녹차 추출물, 손바닥 선인장 추출물, 감귤박 추출물 및 비타민 E가 적혈구 막

의 Intracellular Na와 Na-leak 그리고 Hemolysis에 미치는 영향에 대한 결과는

<Table 3> 에 제시하였다. AAPH는 세포막 안으로 들어가서 산소와 반응하여

peroxyl radical을 주는 수용성 물질로서 특히 적혈구 막의 지질층을 과산화 시킨

다. 따라서 AAPH로 세포막에 damage를 주어 녹차 추출물, 손바닥 선인장 추출

물, 감귤박 추출물이 세포막의 안정성에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.

Intracellular Na의 경우 AAPH 처리군과 비타민 E에 비해 녹차, 선인장, 감귤

박군이 다소 높은 경향을 보였으나 각 군 간의 유의적 차이는 없었다.

Na-leak의 결과를 보면 각 군 간의 유의적 차이는 없었다. 유의적이지는 않지만

AAPH 비처리 군에 비해 AAPH 처리한 군이 다소 증가하였고 녹차, 선인장, 감

귤박 및 비타민 E군에서 AAPH 처리한 군에 비해 다소 낮은 경향을 나타내고

있다. AAPH 처리군 중에서도 선인장군이 비타민 E 보다도 Na-leak의 감소 경

향을 나타내어 선인장 처리가 Na-leak에 있어서는 다소 긍정적인 영향을 미치는

것으로 생각되어진다.

Hemolysis의 결과는 AAPH 처리 군에 비해 선인장, 감귤박, 비타민 E군에서

감소하는 경향을 나타내고 있고 그 중에서도 비타민 E군에서 유의적으로 감소하

였다 (p<0.05). 따라서 비타민 E가 세포막 안정성에 가장 큰 영향을 미치는 것으

로 생각된다. 비타민 E는 세포막에 존재하며 가장 강력한 항산화제로서 radical

의 공격으로부터 세포막을 가장 잘 보호한다. 세포막에 존재하는 비타민 E와는

달리 각 추출물의 성분인 flavonoids는 친수성으로 세포의 친수성 부분에 위치하

여 세포내외의 free radicals을 소거한다. Rizvi 등
124)
의 in vitro 연구에서 대조군

과 dependent diabetes mellitus(NIDDM)환자에게서 incubating membrane과

intact한 erythrocyte의 Na
+
-K

+
ATPase와 sodium / hydrogen exchanger (NHE)

활성을 모두 차의 카테킨이 농도 의존적으로 억제하였고, Na
+
-K

+
ATPase의 억

제 활성은 EGCG와 ECG에서 더 효과적으로 억제를 나타내었으며, 이러한 효과

는 차 카테킨의 화합물이 원형질 막의 유동성 변화에 직접적인 영향을 주었기

때문이라고 보고하였다. Saffari 등
125)
의 in vitro 연구에서 사람의 적혈구막에
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t-BHP(t-buthlhydroperoxide)로 산화적 손상을 주었을 때 적혈구 막의 TBARS

의 생성은 EGCG에 의해 유의적으로 억제 되었고 EGCG는 t-BHP에 유도된 산

화적 손상으로부터 ATPase 활성을 보호함으로써 EGCG가 산화적 스트레스로부

터의 강력한 항산화제임을 확인 하였다고 보고되었다. Butera등
37)
은 손바닥 선인

장 추출물이 hydroperoxide로부터 세포막 지질과산화를 억제하였으며 이러한 항

산화 활성은 손바닥 선인장 추출성분인 betanin과 indicaxanthin을 포함한

betalain 때문이라고 보고되어 손바닥 선인장의 함유성분인 betalain에 의해 세포

막 안정성을 제공해주는 것이라 생각된다. Maridonneau-Parini 등
26)
은 oxygen

free radical에 의해 손상된 적혈구에서의 K loss를 보았는데 Kaemperol,

naringenie, apigenin, naringin은 이를 막아주었고, myricetinm, delphinidin,

quercetin은 radical의 활성을 촉진시킴으로써 증가시켰으며, catechin, morin 등

은 농도에 따라 증가하거나 억제해준다고 보고하였다. Sridevi 등
126)
의 연구에서

rat의 뇌 세포막에 신경독성 물질인 PCB(polychlorinated biphenyls)로 산화적 손

상을 유도하여 비타민 E를 처리한 결과 감소되었던 Na
+
-k
+
ATPase,

Ca
2+
-ATPase, Mg

2+
-ATPase의 활성이 정상수준으로 되돌아와 비타민 E처리가

PCB로 인한 산화적 스트레스를 감소시켜 세포 보호효과를 나타내었다. Morel

등
32)
은 flavonoids의 항산화 연구에서 catechin, quercetin 그리고 diosmetin의 세

포보호 효과는 catechin, quercetin, diosmetin 순으로 효과가 있었다고 보고 하여

녹차 카테킨이 세포막 보호 작용에 대한 효과가 높을 것이라고 생각되어지며,

Nanjo 등
127)
은 고농도의 야자유와 들깨기름이 첨가된 식이를 먹은 쥐에서 식이

녹차 카테킨 공급이 plasma, erythrocytes에서 지질과산화를 억제시켰고, α

-tocopherol 소모를 현저히 감소시켰다고 보고 하였다. 그 결과 in vivo 실험에서

녹차 카테킨이 항산화 작용을 함으로써 α-tocopherol의 소모를 감소시켰을 것이

라고 했다. Ji 등
128)
은 mice의 세포막 단백질과 지질 유동성과 관련하여 Cactus

polysaccaride가 tumor-mice의 세포막 기능 개선 효과가 있었다고 보고하여 손

바닥 선인장의 함유 성분이 세포막 보호 효과가 있음을 시사하였다. Shiva 등
129)

의 in vitro 실험에서 세포막에 bis(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH),

2,2'-azobis 2,4-dimethylvaleronitrile (ADVN) 그리고 hydrogen peroxide (H2O2)

처리하여 산화적 스트레스를 가했을 때 비타민 E의 첨가는 적혈구 용혈 억제 효
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과를 나타내었다고 보고하였다.

본 실험 결과 Intracellular Na와 Na-leak에서 각 군간의 유의적 차이는 없었

으나 Na-leak에서 선인장군이 다른 군에 비해 다소 낮은 경향을 나타내고 있으

며 비타민 E 보다도 낮은 경향을 나타내었다. Hemolysis에서는 AAPH 처리군에

비해 선인장, 감귤박 및 비타민 E군에서 감소 경향을 나타내고 있고 비타민 E군

에서 가장 낮게 나타났다. 따라서 Na-leak과 Hemolysis 결과 선인장군과 비타민

E가 AAPH 처리에 대한 영향을 가장 적게 받은 것으로 나타나 산화적 스트레스

로 부터 세포막의 과산화적 손상을 방지하여 세포막의 안정성을 제공해 주는 것

으로 생각된다. 또한 비타민 E는 강력한 항산화제로 잘 알려져 있는 물질로서

Hemolysis의 결과 비타민 E군에서 유의적 감소를 나타내어 우리가 예상할 수

있는 결과이나 Na-leak의 결과에서 유의적이지는 않지만 선인장군에서가 비타민

E보다 감소를 보였다. 따라서 Na-leak 및 Hemolysis는 모두 세포막 안정성을 확

인할 수 있는 결과이긴 하나 세포에서의 작용기전에 차이가 있는 듯하며

Na-leak에서는 선인장 처리가 긍정적인 효과를 가져다주는 것으로 생각된다.
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Table 3. Effects of green tea, prickly pear cactus, tangerine extract and vitamin

on Na-leak in erythrocyte and hemolysis

Control
Control Green tea Cactus Tangerine

AAPH Incubated

Intracellular Na
1) 8.80±0.60 7.74±0.66 9.68±1.61 9.35±1.39 9.52±1.01

Na Leak2) 0.26±0.16 0.29±0.16 0.25±0.14 0.19±0.15 0.26±0.16

Hemolysis(%)3) 16.53±3.79ab 15.30±2.02abc 18.15±3.53a 14.12±2.31b 14.31±3.30

1) Intracellular Na ; upper values are for intact red blood cells. (Na mmole/ℓ rbc)

2) Na-Leak is Na efflux through passive sodium channel in intact red blood cells. (Na mmole/ℓ rb

Values are means ± SD of 9 rats.

3) Values are means ± SD of 10 rats.

Values in the same row not sharing the same superscript differ(p<0.05)



- 37 -

4. LDL과 PRP의 TBARS 수준

지질의 과산화 정도를 측정하는 TBARS 생성 수준을 통하여 녹차 추출물, 손

바닥 선인장 추출물, 감귤박 추출물 및 비타민 E가 PRP과 LDL의 과산화 정도

에 미치는 영향에 대한 결과를 <Table 4>에 제시하였다.

PRP의 지질과산화물함량 수준의 결과를 보면 AAPH 비처리 군에 비해

AAPH 처리 군이 유의적으로 높은 경향을 보여 AAPH 처리가 damage를 줌으

로써 지질의 산화를 촉진시킴을 확인 할 수 있다. AAPH 처리 군에 비해 녹차군

과 비타민 E군이 감소 경향을 나타내고 있으며 비타민 E군에서는 유의적으로 감

소 효과를 나타내었다 (p<0.01).

LDL의 지질과산화물함량 수준의 결과를 보면 AAPH 비처리 군에 비해

AAPH 처리 군에서 다소 높은 경향을 나타내고 있으며 AAPH 처리 군에 비해

녹차, 선인장, 감귤박 및 비타민 E군 모두 감소 경향을 나타내고 있어 지질 과산

화 생성을 억제하고 있음을 확인 할 수 있다. 그 중에서도 녹차와 비타민 E군에

서 유의적으로 감소시켰다 (p<0.01). AAPH 비처리 군과의 비교에서는 유의적이

지는 않지만 녹차와 선인장군에서 다소 감소하였으며, 비타민 E군에서는 유의적

으로 감소하였다 (p<0.01).

혈관계 질환의 주요 원인은 음식물을 통해 섭취되는 지질 중 콜레스테롤과

LDL이 macrophase에서 생성되는 활성산소, 유리기 그리고 내피세포의

lipoxygenase, 과산화지질에 의하여 쉽게 산화되어 산화 LDL이 된다. LDL 산화

는 초기 동맥경화성 병변의 형성과 진전에 주요한 역할을 하며, 산화된 LDL이

정상적인 LDL보다 대식세포에 의해 쉽게 포획되어 거품세포를 형성하여 동맥경

화를 유발한다. 따라서 동맥경화를 예방하기 위해서는 LDL의 산화를 막아야 한

다. Ostrowska 등
130)
의 in vitro연구에서 EGCG, ECG EC 등의 카테킨류와 녹

차 추출물이 사람의 혈청 LDL 산화 억제 효과를 비교한 결과 LDL 과산화는 녹

차 추출물과 카테킨 모두에서 산화 억제 효과를 보였고 카테킨류 보다는 녹차

추출물에서 강력한 LDL 산화 억제를 보였으며, 카테킨류 중에서는 EGCG가 유

의적으로 산화 억제 효과를 보였다고 하였다. 또한 산화적 조건에서 녹차 추출물

과 카테킨류의 LDL 산화 억제 활성을 보여 α-tocopherol의 소모를 감소 시켜주
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는 효과가 있었다고 하였다. Hirano-Ohmori 등
131)
은 건강한 사람과

athrosclerotic disease 환자를 대상으로 하루에 7잔의 녹차를 섭취 시켜 혈장

LDL TBARS 수준을 측정한 결과 혈장 LDL TBARS 농도가 감소하여 녹차의

섭취가 LDL 산화의 억제 효과가 있음을 확인하였고, 강원식 등
132)
은 in vivo 실

험에서 GTC(green tea catechin)를 rat에 경구투여 한 후 항산화활성 실험 결과,

GTC는 CC14로 유도된 rat 간의 micosome의 지질과산화를 유의성 있게 억제 시

켰으며 SOD와 catalase 활성을 유의성 있게 증가시켜 GTC는 암과 노화의 예방

에 관련이 되는 항산화 활성이 있는 것을 알 수 있었다고 보고하였다. Li 등
97)

의 연구에서 hyperlipemia wistar rat에 Opuntia powder를 공급한 결과 대조군에

비해 혈청 TBARS 수준을 감소시키고 SOD활성을 증가시켰으며 총콜레스테롤,

LDL-콜레스테롤을 유의적으로 감소시킴으로써 지질개선 효과를 보였다고 하였

다. Oh 등
96)
은 2주간 50 mg/Kg body weight의 Opuntia ficus-indica Var.

saboten MAKINO(OFI) glycoprotein을 mice에 경구 투여한 결과 nitric oxide에

의한 지질과산화 생성을 억제하였다고 하였으며, Jeon 등
86)
은 1% 고콜레스테롤

과 0.02%의 naringenin의 공급은 혈장과 간의 TBARS 생성 수준을 감소시킴으

로서 혈장 내 지질개선 효과와 항산화 효과를 나타내었다고 하였으며,

Gnanasoundari 등
133)
의 연구에서 세포독성 물질 oxytetracycline처리한 rat에 50

mg/kg body weight의 naringenin 공급은 혈장내 TBARS 수준을 감소시켰으며

혈청 urea와 creatinine의수준을 유의적으로 감소시켜 세포 독성으로부터의 산화

적 손상을 억제하는 효과를 나타내었다. Yen 등
134)
은 human lymphocytes

system에서 4종류의 flavonoids의 산화적 활성 연구에서 quercetin, morin,

naringenin 그리고 hesperetin 이 4종류의 flavonoids는 lymphocyte의 세포막 단

백질의 TBARS 생성을 감소시켰다고 보고하였다. Safari 등
135)
은 LDL에 Cu

2+
를

첨가하여 TBARS 측정 결과 quercetin > morin > pelargonidin > genistein >

naringin > apigenin 순으로 나타났으며, Cirico 등
136)
은 LDL에 Cu

2+
에 의해 생

성된 TBARS 수준은 catechin 51.1%, hesperidin 76.9%, ferulic acid 166.4% 그

리고 quercetin이 191.8%으로 나타내었다. 따라서 같은 flavonoid 종류이나 각기

다른 효과를 나타내고 있어 상호작용을 통해 LDL 산화를 방지함으로써 심혈관

계 질환의 예방에 효과적일 것이라고 하였다.
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본 실험에서 PRP와 LDL의 TBARS 생성 수준의 결과 녹차 추출물, 손바닥

선인장 추출물, 감귤박 추출물 군에서 다소 감소하는 경향을 나타내어 여러 연구

결과와 유사한 경향을 나타내고 있다. 본 실험 결과 radical 소거 활성과 TBARS

생성과 연관지어보면 녹차 추출물 및 비타민 E군에서 radical 소거 활성이 가장

높게 나타났으며 TBARS 생성 수준 결과에서도 과산화 지질의 억제 효과를 나

타내었다. 따라서 과산화 지질 억제 작용에 있어 radical 소거 활성의 영향을 받

았을 것으로 생각되며 그 결과 강력한 항산화제인 비타민 E와 녹차가 항산화 효

과를 가진 항산화제로서의 가능성을 제시 할 수 있는 것으로 생각되어진다.
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Table 4. Effects of green tea, prickly pear cactus, tangerine and vitamin E

on TBARS production in PRP and LDL

Control
Control Green tea Cactus Tangerine

AAPH Incubated

PRP (μmole/ℓ)1) 0.24±0.08c 0.37±0.04a 0.32±0.04ab 0.37±0.05a 0.38±0.03

LDL (μmole/ℓ)2) 0.73±0.02ab 0.83±0.18a 0.69±0.16b 0.72±0.19a 0.74±0.18

1) TBARS production in PRP(Platelet rich plasma)

2) TBARS production in human LDL(Low density lipoprotein)

Values are means ± SD of 8 rats.

Values in the same row not sharing the same superscript differ(p<0.01)



- 41 -

4. LDL - Oxidation

산화정도에 따른 LDL표면의 charge 변화를 agarose gel electrophoresis에서의

이동 정도를 통해 관찰하였는데, 이에 대한 결과는 <Figure 5>에 제시하였다.

Agarose gel electrophoresis에서 산화된 LDL은 (-) charge가 증가됨으로서

(+) charge로 이동하는데, 본 실험에서 이러한 (+) charge로의 이동을 어느 정도

를 억제하는지를 관찰함으로써 녹차 추출물, 손바닥 선인장 추출물, 감귤박 추출

물 및 비타민 E에 대한 항산화 능력을 조사하였다.

최종 농도가 5 mM이 되도록 tocopherol을 첨가시킨 비타민 E군의 경우 LDL

을 CuSO4로 산화시킨 control에 비해 (+) charge로의 이동을 억제하였다. 녹차

추출물, 손바닥 선인장 추출물, 감귤박 추출물을 각각 최종 농도 2 ㎎/㎖가 되도

록 첨가 시킨 경우 또한 control에 비해 LDL의 산화를 억제시키는 효과가 있는

것으로 나타났다.

박춘옥 등
137)
의 연구에서 사람의 혈액에서 LDL을 분리하여 native LDL에 5μM

CuSO4와 GTE(green tea extract)를 첨가 하여 agarose gel electrophoresis를 실

시하여 LDL의 이동거리를 비교한 결과 대조군인 native LDL의 이동거리는 적었

으며 CuSO4로 산화시킨 Oxid LDL의 이동거리를 컸으나 GTE를 첨가한 경우

Oxid LDL보다 이동거리가 낮아 항산화 효과를 나타내었다고 하였다. Yoshida

등
62)
은 녹차 flavonoid가 LDL 산화를 억제한다고 보고하였으며, 녹차 성분 중

theaflavin digallate가 세포내 superoxide 생성을 감소시키고 iron 이온을 킬레이

트화해서 macrophage에 의한 LDL 산화를 억제함으로써 agarose gel

electrophoresis에서의 이동을 감소시켰다고 보고하였다. Frankel 등
61)
의 연구에서

는 적포도주의 phenolic compounds가 구리에 의한 LDL 산화를 억제한다고 보고

하였으며, Liu 등
138)
은 LDL에 Cu

2+
를 첨가하여 산화를 유도하였을 때

isorhamnetin과 hesperidin이 LDL 산화 억제 효과를 나타내었으며 isorhamnetin

이 hesperidin 보다 더 강력한 억제 효과를 나타내었다고 보고되었다.

본 실험에서 agarose gel electrophoresis 결과 대조군에 비해 녹차 추출물, 손

바닥 선인장 추출물, 감귤박 추출물 그리고 비타민 E에서 (+) charge로의 이동을

억제하여 LDL의 산화를 억제하는 것으로 나타났다. 이는 에탄올 추출물에 함유
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되어있는 flavonoids의 성분의 생리활성에 의한 것으로 생각되어지며 그 물질들

에 의한 항산화 효과가 나타났을 것으로 사료된다.
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(-) (-)

(+)

A : Native LDL, B : LDL+Cu
2+
, C : Green Tea (2㎎/㎖),

D : Cactus (2㎎/㎖), E : Tangerine (2㎎/㎖), F : Tocopherol(5mM)

0.7% agarose gel electrophoresis(0.05M barbital buffer)

Figure 5. LDL - Oxidation

A B C   D   E  F
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Ⅳ. 결 론

본 연구는 흰쥐를 이용한 in vitro 연구로 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물

의 free radical 소거 활성을 비타민 E와 비교한 후 항산화 활성을 보고자 하였

으며, 이에 대한 항산화 활성의 지표로서 혈소판 응집성, Hemolysis, 적혈구막의

Na-leak, TBARS 생성 및 LDL 산화 정도를 보았다. 각각의 실험마다 시료의 추

출물은 DMSO 용매에 용해시켜 사용하였으며 산화적 조건에서 이 세 가지 추출

물 및 비타민 E가 항산화 활성에 미치는 영향을 알아보고자 혈소판 응집 실험을

제외한 모든 실험에 AAPH를 사용하여 인위적으로 산화적 환경을 조성하였다.

이에 대한 연구 결과를 요약하면 다음과 같다.

1. DPPH방법에 의해 각각의 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물과 비타민 E의

free radical의 소거 활성은 최종농도 0.1mM DPPH에 대한 흡광도 50%의 감소

를 가져오는 시료의 농도(scavenging activity, SC50)로 나타내었으며, 이에 대한

결과는 녹차추출물 8.3 ㎍/ℓ, 손바닥 선인장 추출물 875 ㎍/ℓ, 감귤박 추출물

1250 ㎍/ℓ 그리고 비타민 E는 7.5 ㎍/ℓ로 나타났다.

2. 혈소판 응집에 있어서 최대응집치와 초기응집곡선이 다른 처리 군에 비해 녹

차 추출물에서 유의적으로 감소하여 혈소판 응집 억제 효과를 나타내었다

(p<0.05).

3. Intracellular Na량은 AAPH 처리 군과 비타민 E군에 비해 녹차, 손바닥 선인

장, 감귤박 추출물에서 높게 나타났으나 유의성은 없었다. Na-leak은 유의적이지

않지만 AAPH 처리한 군에서 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물 그리고 비타

민 E에서 감소 경향을 나타내었으며 그 중에서도 손바닥 선인장 추출물에서 가

장 낮은 감소를 나타내었다.
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4. Hemolysis는 다른 비교 군에 비해 비타민 E에서 유의적으로 감소하였다

(p<0.05).

5. PRP에서 TBARS의 생성 수준은 AAPH 비처리 군에 비해 AAPH 처리 군에

서 유의적으로 높게 나타났으며, AAPH 처리한 결과 비타민 E군에서 유의적으

로 감소 효과를 보였다 (p<0.01). human LDL에서 TBARS의 생성 수준은

AAPH 비처리 군에 비해 AAPH 처리군에서 다소 높은 경향을 보였고, 다른 비

교 군에 비해 비타민 E군에서 TBARS 생성 수준을 유의적으로 감소 시켰다

(p<0.01).

6. LDL-Oxidation 반응 후 agarose gel electrophoresis에서 대조군에 비해 녹차,

손바닥 선인장, 감귤박 추출물 그리고 비타민 E에서 높게 나타났는데 이는 각

추출물의 생리활성물질인 flavonoids의 효과로 생각된다.

본 실험 결과, in vitro 연구에서 Intracellular Na와 Na-leak, Hemolysis 실험

을 통해 생체 내에서의 녹차, 손바닥 선인장, 감귤박 추출물의 항산화 활성에 대

해 단정 짓기는 어렵다. 그러나 DPPH방법을 이용한 free radical 소거 활성에서

녹차 추출물과 비타민 E에서 radical 소거 활성을 나타내었고, 혈소판 응집 실험

에서는 녹차 추출물이 유의적으로 감소 효과를 나타내었으며, 혈소판 응집, PRP

와 LDL에서의 TBARS 생성 수준은 유의적이지는 않지만 각각의 추출물과 비타

민 E에서 감소 경향을 보였다. 이상의 결과를 종합해 볼 때 녹차, 손바닥 선인

장, 감귤박 추출물이 생체 내에서의 항산화 활성 여부를 단정 짓기는 어렵지만

여러 연구 결과들과 같이 각각의 추출물과 비타민 E는 유익한 생리 활성 작용을

하는 것으로 생각되어진다. 본 연구는 in vitro 실험으로서 생체 내에서의 각각의

추출물에 대한 뚜렷한 항산화 활성을 나타내지 않아 각 추출물의 성분과 여러

생리 활성 물질들의 작용과 기전에 대해서 좀 더 많은 연구가 이루어져야 할 것

으로 여겨진다.
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Ⅵ. 초 록

본 실험에서는 녹차 추출물, 손바닥 선인장 추출물, 감귤박 추출물의 radical 소

거 활성을 비타민 E와 비교하였고 각 추출물의 항산화 활성의 지표로 혈소판 응

집, 적혈구막의 Na leak과 TBARS 생성을 보고자 하였으며 Sprague Dawley

rats를 이용하여 in vitro 실험을 하였다. DPPH radical 소거 활성 실험 결과는

0.1 mM DPPH에 대한 흡광도 50%의 감소를 가져오는 시료의 농도 (SC50)로 나

타내었으며, 녹차에서 8.3 ㎍/ℓ, 손바닥 선인장은 875 ㎍/ℓ, 감귤박은 1250 ㎍/

ℓ 그리고 비타민 E에서 7.5 ㎍/ℓ으로 나타났다. 그 결과 비타민 E와 각 추출물

을 비교해 보면 비타민 E는 DPPH에 첨가한 직후 라디칼 소거능이 완료되었고

손바닥 선인장과 감귤박 추출물의 경우 계속 감소하는 것으로 나타나 라디칼 소

거능이 지속될 것으로 생각되어진다. 혈소판 응집은 녹차 추출물군에서 최대응집

과 초기응집 모두 다른 비교군 및 비타민 E 군에 비해 유의적으로 감소하였다

(p<0.05). 적혈구의 Intracellular Na는 대조군과 비타민 E에 비해 녹차, 손바닥

선인장, 감귤박 추출물 처리 군에서 높게 나타났다. AAPH 처리한 적혈구의 Na

leak은 손바닥 선인장 추출물군에서 다른 비교군과 비타민 E에 비해 감소 경향

을 보였다. AAPH처리한 적혈구의 Hemolysis는 대조군과 각각의 추출물 군에

비해 비타민 E군에서 유의적으로 감소하였다 (p<0.05). PRP에서의 TBARS 생성

수준은 AAPH 비처리 군에 비해 AAPH 처리 군에서 유의적으로 증가하였고 비

타민 E군에서 AAPH 처리에 의해 증가한 TBARS 생성을 유의적으로 감소시켰

다 (p<0.05). human LDL에서의 TBARS 생성 수준은 AAPH 비처리 군에 비해

AAPH 처리 군에서 유의적이지는 않지만 다소 증가하는 경향을 보였고 다른 비

교 군에 비해 비타민 E군에서 유의적으로 TBARS 생성을 감소시켰다 (p<0.01).

본 in vitro 연구 결과에서는 녹차 추출물 군에서 혈소판 응집 억제 효과를 나

타내었고 적혈구 막의 안정성과 TBARS 생성에 대한 항산화 효과를 보여주었다.

비타민 E는 지질과산화 작용과 막 손상을 방지하여 세포막의 산화적 손상으로부

터 방어적인 효과를 나타내었다.
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