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서    론

    활성산소의 산화적 손상은 노화뿐만 아니라 류미티스관절염

을 비롯한 종양이나 외피, 신경계등에 손상을 줌으로서 헌팅턴 

병을 비롯한 파킨슨병, 근위축성측삭경화증 (amyotrophic lateral 

sclerosis)과 같은 각종 병리적 요인으로 밝혀지고 있다1). 특히, 

세포속 사립체 (mitochondria)내에서 산화적 인산화반응 시 고에

너지의 전자이탈로 -O2나 OH-, H2O2와 같은 자유라디칼 (free 

radicals)이 생성되어 사립체내 지질과산화나 DNA나 RNA와 같

은 핵산물질의 산화적 손상을 유발하게 된다2)
. 활성산소 

(reactive oxygen species, ROS)의 산화적 손상에 의하여 세포소

기관인 사립체의 손상은 결국 세포의 돌연변이나 퇴화를 유발함

은 물론, 점진적인 세포내 자유라디칼의 축적에 의한 산화적 손

상은 세포고사와 이에 따른 각종 질환의 발병율을 가속화 시킨

다3). 이를 대비하여 세포는 자체적으로 이를 방어할 수 있는 방

어시스템을 구축하고 있는데 이는 catalase를 비롯하여 

superoxide dismutase(SOD), glutathiopne peroxidase와 같은 항

산화효소를 가지고 있다4). 이같은 항산화효소들은 자유라디칼을 

물로 변환시킴으로서 세포에는 아무런 산화적 손상이 가지 않도

록 방어하는 기능을 가지고 있다5). 활성산소의 산화적 손상은 특

히 세포막의 지질을 과산화시킴으로서 막손상을 유발하며
6)

, 또

한, 세포로 하여금 glutamate와 같은 흥분성 아미노산의 분비를 

촉진시켜 N-methyl-D-aspartate (NMDA) 수용체나 kainate 

(KA) 수용체를 과흥분시킨다. 이같은 현상은 결국 세포내 과량

의 Ca2+유입과 새로운 활성 산소종 (reactive oxygen species, 
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ROS)의 생성과 같은 일련의 항상성 파괴현상을 초래하게 된다
7,8)

. 따라서 산화적 손상에 의하여 매개되는 각종 질환의 치료적 

접근방법의 하나로서 SOD나 catalase와 같은 항산화제는 물론, 

vitamin E나 ascorbic acid와 같은 활성산소제거제 등의 투여 등

을 적용하고 있다
9,10)

. 최근 한약재나 허브 등에 항산화능이 뛰어

난 활성성분이 다량 함유되어 있다고 밝혀지면서 이들을 대상으

로 산화적 손상에 유효한 성분추출에 대한 많은 연구가 진행되

고 있다11,12)
. 山査는 薔薇科식물에 속하는 낙엽교목의 일종인 山

査나무 (Crataegus pinnatifida Beg.)의 과실로 우리나라와 중국 

등에 널리 분포하고 있다. 山査의 효능으로는 建脾行氣를 비롯하

여 脘腹脹滿, 消食磨積과 같은 효능이 있으며13,14)
, 그 밖에도 고

혈압의 치료에도 널리 사용되고 있다15)
. 한편, 山査에 대한 최근

의 연구에서 항산화작용을 비롯하여
16), 지질과 체지방의 증가억

제17) 및 혈관확장과 같은 각종 약리활성을 나타낸다고 보고된 바 

있다18,19). 예를 들면, 신흥묵16)등은 힌쥐의 위장에서 산사가 항산

화효소 활성에 미치는 영향을, 고광재
17)등은 고지방식이로 유발

된 비만 생쥐에 산사가 미치는 영향을, 손창우19)등 가토의 혈관

절편에서 항산화효소 작용을 각각 보고하였다. 지금까지 한의학

적 측면에서의 산사에 대한 연구는 주로 생체 내(in vivo)에서의 

실험
16,17,19)이 대부분인 것에 비하여 시험관 내(in vitro) 연구는 

드물고 특히 배양세포를 이용한 항산화적 측면에서의 연구는 많

이 시행되지 않았다. 최근 세포배양기술을 이용하여 실험목적에 

따라 제작한 병변 모델을 이용하여 병변에 대한 기전 규명이나 

치료적 접근을 위하여 시험관내 분석기술이 널리 적용되고 있는

데12,20), 세포를 이용한 각종 병변에 대한 연구는 생체실험에 비하

여 용이한 실험재료의 확보와 생리적 특성이 균일화되어 있어 

자료 분석에 있어 객관성이 뚜렷하다는 장점이 있다21). 또한 이

러한 객관적인 분석방법을 이용한 연구에서 생체보호 기능이 충

분히 밝혀져야만 어떤 한약재나 기타 식물 등을 이용한 신약이

나 건강보조제의 개발이 이루어질 수 있을 것이다. 

    본 연구는 山査의 항산화효과를 조사하기 위하여 배양된 인

체피부섬유모세포를 이용하여 ROS의 일종인 hydrogen 

peroxide (H2O2)를 처리한 후 산화적 손상으로 인한 세포독성을 

조사하였으며 또한 H2O2의 산화적 손상에 대한 山査의 항산화효

과를 세포생존율을 비롯한 lactate dehydrogenase (LDH) 활성 

및 지질과산화 억제능 (lipid peroxidation inhibition) 측면에서 

조사하여 유의한 결과를 얻었기에 다음과 같이 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 시약 제조

    본 실험에 사용한 hydrogen peroxide (H2O2, Sigma)는 혈청

이 포함되어 있지 않은 MEM (minimun essential medium, 

Sigma) 배양액에 최종 농도가 각각 10 uM, 100 uM, 500 uM, 1 

mM이 되도록 저장액을 만들어 냉장고에 보관한 후 실험 당일 

일정 농도로 희석하여 사용하거나 또는 직접 필요한 양을 배양

액에 넣어 첨가하여 사용하였다. XTT(2,3-bis-[2-methoxy-4 

-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-caboxanilide, disodium 

salt)는 실험 전날 0.5 mg/ml의 저장액을 만들어 각각 냉암소에 

보관 한 후 실험 당일 0.3 mg/ml, 0.1 mg/ml 농도로 희석하거나 

필요한 양만큼 배양액에 넣어 사용하였다.

2. 약재 추출

    山査 (Crataegi Fructus, CF) 250 g을 1,000 ml의 증류수와 

함께 냉각기가 부착된 환저 플라스크에 넣고 2 시간 동안 가열한 

후 3,000 rpm에서 20 분간 원침하였다. 원침 후 진공농축기로 감

압농축한 다음 동결건조기에서 24 시간 동안 건조시켜 28.5 g의 

분말시료를 얻었다.

3. 세포 배양

    본 실험에 사용한 인체피부섬유모세포 (Detroit 551)는 

Michikawa 등22)의 변형된 배양방법에 따라 행하였다. 즉, 배양용

기에서 다 자란 세포는 trypsin에 의한 효소분리법에 의하여 용

기로 부터 분리한 후 Eagle′s minimum essential medium 

(EMEM, Gibco)에 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco)이 포함

된 배양액에 부유시켰다. 부유된 세포들은 1×106 cells/well의 밀

도로 96 배양용기 (well plate)에 넣어 48 시간 동안 배양하였으

며 배양이 완료된 세포는 본 실험의 분석에 사용하였다.

4. 활성산소 처리 

    96 배양용기에 분주한 후 배양이 완료된 세포에 10 uM 부터 

50 uM 까지의 H2O2가 농도별로 각각 포함된 배양액에서 8 시간 

동안 배양한 후 H2O2가 인체피부섬유모세포에 미치는 영향을 분

석하였다.

5. 약재 처리

    H2O2에 대한 山査의 영향을 조사하기 위하여를 H2O2를 배

양세포에 처리하기 전에 山査가 90～120 ug/ml의 농도로 각각 

포함된 배양액에서 인체피부섬유모세포를 2 시간 동안 처리한 

후 대조군과 비교 조사하였다. 

6. 세포독성 조사 

    XTT에 의한 정량방법은 비색분광분석방법에 의하였다. 즉 

H2O2를 처리하지 않은 배양 인체피부섬유모세포를 5×106 세포수

로 하여 laminin으로 코팅한 배양용기에서 24 시간 동안 배양하

였다. 배양이 완료된 후 H2O2나 약재추출물을 처리하여 일정 시

간 동안 배양하였다. 배양 완료후 세포를 PBS로 3 회 세척한 다

음 실험전날 제조한 XTT를 well당 200 ul씩 넣어 37℃, 5% 

CO2/95% air로 조절된 정온기에서 3 시간 동안 배양하였다. 배

양이 완료된 후 효소산물추출액으로 처리한 다음 Elizer reader

로 450 nm에서 흡광도를 측정하여 대조군과 비교 조사하였다.

7. Lactate dehydrogenase (LDH) 활성 분석

    LDH 측정은 CytoTox detection kit (Takara)를 사용하여 측

정하였으며, 반응액내에 NAD의 산화로 의해 형성된 formazan

을 490 nm에서 흡광도를 측정하여 대조군과 비교 조사하였다.
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8. 지질과산화 저해능분석

    지질과산화 저해능분석은 Kikuzaki와 Nakatani23)
의 방법에 

따라 측정하였다. 즉, 에탄올에 녹여 준비한 시료를 2.52% 

linoleic acid와 phosphate buffered saline (PBS, pH 7.0)을 2:1로 

섞은용액에 넣어 40℃의 암소에서 96 시간 동안 배양하였다. 배

양완료 후 반응액 0.1 ml를 취하여 30% ammonium thiocyanate

와 ferrous chloride를 각각 첨가하여 실온에 방치한 다음 500 

nm에서 흡광도를 측정하여 증류수인 대조군과 비교 조사하였

다. 지질과산화수치는 대조군에 대한 백분율로 표시하였다.

9. 통계 처리

    대조군과 실험군 사이의 통계학적 유의성 검정은 Studen

t′s t-test를 사용하였으며 p가 0.05 이하인 것만 유의한 것으로 

하였다.

결    과

1. 세포 생존율에 대한 H2O2의 영향

 1) 농도에 의한 영향

    배양중인 인체피부섬유모세포를 PBS로 3회 세척한 후 10 

uM～50 uM까지의 H2O2가 각각 포함된 배양액에서 8시간 배양

한 다음 흡광도에 의한 세포생존율을 대조군과 비교 조사하였다. 

10 uM에서 세포생존율은 대조군인 100%(6.46±0.42)에 비하여 

86.8%(5.61±0.32)로 나타났으며 30 uM의 경우 60.7%(3.92±0.27)

로 나타났다. 그리고 50 uM에서는 48.0%(3.10±0.15)로 대조군에 

비하여 세포생존율이 유의하게 감소하였다(p<0.05). 위 실험에서 

XTT50값은 50 uM에서 나타났다(Fig. 1).
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Fig. 1. The XTT values of cultured human skin fibroblasts treated 

with various concentrations of hydrogen peroxide(H2O2) for 8hours. 
The data indicate the mean±SD for triplicate experiments. Significantly different 

from control. *p<0.05

 2) 시간에 의한 영향 

    인체피부섬유모세포에 H2O2를 처리한 시간에 따른 세포생

존율을 조사하기 위하여 XTT50농도의 H2O2의 농도에서 4～12 

시간 동안 처리한 결과 4 시간 처리에서 세포생존율은 대조군인 

100%(4.84.±0.27)에 비하여 59.5%(2.38±0.18)로 나타났다. 그리고 

8시간 배양에서는 48.1%(2.33.±0.20), 12시간 배양에서는 

42.6%(2.06±0.16)로 대조군에 비하여 세포생존율이 유의하게 감

소하였다(p<0.05)(Fig. 2). 
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Fig. 2. The human skin fibroblasts were cultured in the media 

containing hydrogen peroxide(H2O2) for 4, 8, and 12hours, 

respectively. Cell viability was determined by XTT assay. The data indicate the 
mean±SD for triplicate experiments. Significantly different from control. *p<0.05

2. 山査추출물이 세포 생존율에 미치는 영향 

    배양중인 인체피부섬유모세포를 PBS로 3 회 세척한 후 90 

ug/ml, 120 ug/ml의 山査가 각각 포함된 배양액에서 2 시간 전

배양한 다음 세포생존율을 조사하였다. 50 uM H2O2만 처리한 

경우 대조군인 100%(6.17±0.53)에 비하여 세포생존율은 

58.0%(3.58±0.27)로 감소하였다. 그리고 90 ug/ml 山査추출물을 

처리한 경우에는 세포생존율이 68.2%(4.21±0.38)로 다소 증가하

였으며, 120 ug/ml 山査추출물을 처리한 경우에는 세포생존율이 

78.6%(2.30±0.18)로 H2O2만 처리경우에 비하여 유의한 증가를 보

였다(p<0.05)(Fig. 3).
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Fig. 3. Cultured human skin fibroblasts were preincubated with 90 

&120 ug/ml CF extract, respectively. The values were determined by XTT 
assay in cultured human skin fibroblasts. The data indicate the mean±SD for 

triplicate experiments. Significantly different from H2O2-treated group. *p<0.05

 

3. LDH 활성에 대한 H2O2와 山査추출물의 영향

    H2O2의 산화적 손상에 대한 山査추출물의 영향을 조사하기 

위하여 山査추출물이 120 ug/ml, 160 ug/ml 농도로 각각 포함

된 배양액에서 배양세포를 2시간 동안 노출시킨 후 LDH 활성을 

조사하였다. 50 uM H2O2만 처리에서는 대조군인 100% 

(1.78±0.25)에 비하여 LDH 활성이 123.0%(2.19±0.17)로 증가한 

것으로 나타난 반면, 120 ug/ml 山査추출물을 처리한 경우 

72.5%(1.29±0.10), 160 ug/ml 山査추출물의 처리한 경우 

62.9%(1.12±0.08)로 LDH 활성이 각각 감소하여 H2O2만을 처리
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한 경우에 비하여 모두 유의한 감소를 보였다(p<0.01)(Fig. 4).
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Fig. 4. Cultured human skin fibroblasts were preincubated with 120, 

160 ug/ml CF extract, respectively. The values were determined by LDH 
activity assay in cultured human skin fibroblasts. The data indicate the mean±SD 

for triplicate experiments. Significantly different from H2O2-treated group. **p<0.01

4. 과지질산화능에 대한 山査추출물의 영향

    山査추출물이 지질과산화에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

ferric thiocyanate(FTC) 분석방법에 따라 45～180 ug/ml의 山査

추출물 각각의 농도에 대한 분석을 시행하였다. 그 결과 대조군

인 100%에 비하여 45 ug/ml의 山査추출물 처리군에서는 지질과

산화 값이 95.5%로 나타났다. 그리고 90 ug/ml, 180 ug/ml의 山

査추출물 처리에서는 지질과산화 값이 각각 73.1%(p<0.05), 43.3% 

(p<0.01)로 모두 대조군에 비하여 유의한 감소를 보였다(Fig. 5).
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Fig. 5. The activity of lipid peroxidation on 45～180 ug/ml CF 

extract. The values were determined by ferric thiocyanate(FTC) assay. The data 
were expressed as % of control and indicate the mean±SD for triplicate 

experiments. Significantly different from control. *p<0.05, **p<0.01

고    찰

    최근 각종 한약재에는 항암효과나 항산화효과가 뛰어난 성

분들이 들어 있다고 보고되면서 이에 대한 관심이 집중되고 있

다16,19). 이중 山査는 항균효과를 비롯하여24) 혈관확장기능에 대

한 약리활성 성분이 있다고 보고되었으며18), 더욱이 산화적 스트

레스에 대한 항산화작용에도 유효한 성분이 있다고 제시된 바 

있다16). 따라서 본 연구에서는 山査추출물의 항산화작용에 대하

여 알아보기 위하여 먼저 배양 인체피부섬유모세포에 활성산소 

(ROS)의 일종인 hydrogen peroxide (H2O2)를 10～50 uM의 농도

로 각각 처리하여 산화적 손상에 대한 세포독성을 조사하였다. 

그 결과 H2O2는 처리한 농도와 시간에 의존적으로 세포생존율을 

감소시켰으며 특히, 50 uM 농도 처리에서는 대조군에 비하여 유

의하게 세포생존율의 감소를 나타냈다(p<0.05). 이러한 본 실험

결과는 H2O2가 세포독성을 가지고 있다는 것을 말해주고 있으며 

이는 Loft 등
3)
이 H2O2와 같은 자유라디칼들이 세포소기관의 지

질과산화나 DNA의 돌연변이를 유발케 함으로서 세포독성을 나

타냈다는 보고와 일치함을 알 수 있었다. 또한, 본 연구에서 

H2O2의 산화적 손상에 의해 세포생존율이 감소된 것은 세포내 

핵산물질의 손상이나3)
, 단백질합성 계 등의 통로를 통해 세포손

상을 유발하였을 가능성도 크지만
25)

, 이 보다는 본 실험에서 적

용한 XTT assay가 주로 세포소기관과 밀접한 관련이 있음을 연

관시켜 볼 때 아마도 H2O2의 산화적 손상이 세포소기관의 효소

활성을 억제함으로서 세포손상을 초래하였을 것으로 생각된다. 

한편, 山査추출물의 항산화작용에 대해 알아보기 위하여 山査추

출물이 90～120 ug/ml로 각각 포함된 배양액에서 세포를 2 시간 

동안 전처리한 결과 H2O2만을 처리한 실험군에 비하여 모두 세

포생존율의 증가를 보였으며, 특히 120 ug/ml 山査추출물 처리

에서는 유의한 세포생존율의 증가를 보였다(p<0.05). 이같은 결

과는 山査추출물이 H2O2의 산화적 손상으로 부터 세포를 보호할 

수 있는 능력을 가지고 있다는 것을 알 수 있으며, 이는 손창우 

등19)이 山査의 항산화 능을 보고한 연구 결과와 일치한다. 본 실

험에서와 같이 山査추출물이 세포보호효과를 보인 것은 세포내 

항산화효소의 활성을 증가시켰거나 또는 H2O2와 같은 산소라디

칼의 제거나 변환 및 산화적 손상에 의해 유발되는 지질과산화 

반응의 억제등과 같은 항산화 작용을 나타낸 결과일 가능성이 

클 것으로 생각된다17,19). 따라서 본 연구에서는 H2O2의 산화적 

손상에 의해 유발되는 세포막 손상에 대한 山査추출물의 영향을 

LDH 활성측면에서 조사하였다. 그 결과 XTT50 농도의 H2O2만

의 처리에서는 대조군에 비하여 LDH 활성이 123.0%로 매우 높

게 나타난 반면 120～160 ug/ml의 山査추출물을 처리한 경우 

LDH 활성이 60～80%로 나타나 유의하게 감소하였다(p<0.01). 

LDH 활성분석은 산화적 손상의 특징 하나인 지질과산화반응을 

간접적으로 알아볼 수 있는 방법의 하나로서 세포막 손상 정도

를 측정하는 대표적인 분석법이다. 즉, LDH 활성이 높을수록 지

질과산화반응에 의한 막손상이 심하여 세포내에서 LDH 유출이 

증가하였다는 것을 의미한다. 따라서 본 연구 결과는 H2O2의 산

화적 손상이 지질과산화반응을 유발하였음을 알 수 있었으며, 山

査추출물이 LDH 활성을 감소시킴으로서 지질과산화 반응을 억

제했다는 것을 증명하고 있다. 따라서 본 연구에서는 직접 山査

추출물이 지질과산화반응에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

FTC assay에 의하여 지질과산화 능을 조사하였다. 그 결과 45～

180 ug/ml 농도의 山査추출물의 처리에서는 대조군에 비하여 

점점 감소하였으며 특히 90 ug/ml와 180 ug/ml의 처리에서는 

대조군에 비하여 유의하게 감소한 것으로 나타났다. 이같이 山査

추출물에 의하여 지질과산화능이 대조군에 비하여 농도 의존적

으로 감소된 것은 山査추출물이 지질과산화억제 능을 가지고 있

다는 것을 말해주고 있다. 그러나 항산화 측면에서의 山査추출성

분의 약리적인 활용을 위해서는 각 추출성분에 대한 화학적 구
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조에 대한 정확한 분석과 이와 관련된 기능에 대한 연구가 체계

적이고도 지속적으로 이루어져야 될 것으로 생각된다.

결    론

    활성산소의 산화적 손상에 대한 山査 (Crataegi Fructus) 추

출물의 영향을 항산화 측면에서 조사하기 위하여 배양 인체피부

섬유모세포에 여러 농도의 hydrogogen peroxide (H2O2)를 처리

한 후 H2O2의 산화적 손상과 H2O2의 산화적 손상에 대한 山査추

출물의 영향을 세포생존율을 비롯한 LDH 활성 및 지질과산화 

능 측면에서 측정한 결과, H2O2는 산화적 손상에 의하여 처리농

도와 시간에 의존적으로 세포생존율을 대조군에 비하여 유의하

게 감소시킴으로서 세포독성을 나타냈으며, H2O2의 산화적 손상

에 대한 山査추출물의 영향에 대한 조사에서, H2O2의 처리군에 

비하여 山査추출물의 처리군에서 유의한 세포생존율의 증가와  

LDH 활성감소를 보임으로서 山査추출물에 세포보호 효과가 있

음을 알게 되었다. 또한 山査추출물의 지질과산화 능의 측정에 

있어서도 山査추출물은 농도 의존적으로 지질과산화를 유의하게 

감소시킴으로서 지질과산화 억제 능을 확인하였다. 이상의 결과

로, 기존의 많은 연구 결과에서와 같이 H2O2와 같은 활성산소는 

배양 인체피부섬유모세포에 세포독성을 나타내며, 이러한 세포

독성 작용에 대항하여 山査추출물이 세포생존율 증가, LDH 활

성감소 및 지질과산화억제 능 등의 기전으로 세포를 보호한다는 

것을 알게 되었다. 향후 산사의 항산화작용에 대한 보다 많은 연

구들이 행해지고 결과들이 축적 된다면 山査추출물을 이용한 신

약이나 건강보조제의 개발에 밑거름이 될 수 있을 것이다. 
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