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In this study, we evaluated the protective effects of ethanol extracts from Dendranthema indicum on
cell and DNA damages induced by oxidative stress. Antioxidant activities of D. indicum extracts are
higher than scavenging activities of DPPH free radical and hydroxyl radical by 92.8% and 73.8%, re-
spectively, and higher than ferrous iron chelating effects by 59.4%. D. indicum extracts showed a pro-
tective effect on oxidative cell damage by inhibiting lipid peroxidation by 90.3% in the control group,
and inhibiting expression level of p21 protein by 79.6% for the control group. This means D. indicum
extracts have a great protective effect against oxidative stress. DNA fragmentation inhibition in D. in-
dicum extracts were 89.6% for the control group, which makes the movement of DNA tail reduced,
and phosphorylation of H2AX was 20.2% of the radical experiment group. This means that D. indicum
extracts effectively inhibit DNA fragmentation and H2AX phosphorylation. Taken together, we suggest
that ethanol extract from D. indicum has a role as a useful chemopreventor against oxidative damage.
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서 론

모든 호기성 생물은 산소를 이용한 물질대사 과정 중 산화

환원과정에 의해 유리 라디칼(free radical)과 수산화 라디칼

(hydroxyl radical) 및 과산화수소(hydrogen peroxide) 등과

같은 대사성 물질인 활성산소가 부가적으로 생성된다. 호기성

생체 내에서 이러한 산화촉진물질은 산화억제물질과 적절한

균형을 유지하고 있으나, 여러 요인에 의해 균형상태가 무너

지게 되면 산화적 스트레스에 의해 세포 손상이나 병리적 질

환이 유발되게 된다[18]. 유리 라디칼 중에서 가장 많은 부분을

차지하는 산소 라디칼(oxygen radical)은 비공유 전자에 의해

불안정한 상태에서 강한 반응성을 갖고 있기 때문에 세포 내

여러 구성성분을 산화시켜 심각한 질병을 초래하기도 하며

[1,3], 유전정보의 손상을 유도하는 DNA 분절을 유발하여 생

체 기능을 저하시키는 유전 독성의 원인이 되기도 한다[20].

현대인은 흡연, 각종 환경오염물질, 알코올, 약물, 방사선

등 물리․화학적 요인들에 의해 체내 활성산소가 과다하게

생성되어 심각한 산화적 스트레스에 시달리고 있으며, 이와

관련하여 암, 천식, 심혈관계 질환, 당뇨병, 염증반응 등과 같

은 다양한 질병이 보고되고 있다[21]. 이에 따라 산화적 스트레

스와 유리 라디칼로 인해 유발되는 생체 손상과 질병을 치료․

예방하기 위한 물질로서 여러 종류의 합성 또는 천연 항산화

제가 개발되어 왔다. 하지만 지금까지 보고된 대부분의 항산

화제는 최근 일정 수준 이상 섭취 시 질병과 부작용을 유발할

수 있고 높은 가격으로 인해 널리 사용되지 못한다는 문제점

이 제기되면서 최근에는 이러한 문제점을 감소시킬 수 있는

천연물 유래 항산화제로 대체하려는 시도가 진행되고 있다[11].

국화과 식물은 현화식물 중 가장 넓게 분포하고 있는 분류

군으로, 우수한 약리효과를 가져 전통적으로 식용 및 약용 소

재로 유용하게 사용되어 왔다. 국화는 항바이러스, 항균 및

항암 활성 등이 있는 것으로도 보고되어 있으며[16], 감기, 두

통, 현기증, 고혈압 등에도 효과적인 것으로 알려져 있다[17].

최근 Lee 등[13]은 국화추출물이 CCl4 처리에 의해 손상된 간

세포에서 산화적 스트레스로 유도된 백혈구 DNA의 손상에

대해 높은 보호 효과가 있다고 보고한 바 있으나, 국화추출물

이 산화적 스트레스에 미치는 영향에 관한 연구는 미비한 실

정이다. 따라서 본 연구에서는 국화(Dendranthema indicum) 추

출물이 산화적 스트레스에 의해 유발되는 세포와 DNA 손상

에 미치는 영향을 조사하였다.

재료 및 방법

시료 추출

본 연구에 사용된 국화는 안동 소재의 가을신선㈜에서 수확

하여 건조한 국화(Dendranthema indicum)를 사용하였다. 국화



Journal of Life Science 2011, Vol. 21. No. 12 1699

로부터 시료를 추출하기 위해 국화 100 g에 1,000 ml의 70%

ethanol을 혼합하여 25℃에서 총 3회 환류 추출 후 여과하여

농축하였다. 이 후 petroleum ether와 ethyl acetate로 총 5회

분획하였으며 상온에서 24시간 동안 sodium sulfate를 처리하

여 여과 후 건조하였다. 건조한 추출물은 밀봉 후 -70℃에 보관

하여 시료로 사용하였다.

국화추출물의 항산화활성 측정

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA) 라디칼 제거능의 측정은 Hsu 등[5]의 방법

에 따라 DMSO (dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich, USA)로

희석한 농도별 국화추출물 40 μl와 300 mM DPPH 760 μl를

혼합하여 37℃에서 반응시킨 후 515 nm 에서 흡광도를 측정하

였다. 또한 수산화 라디칼 제거 활성은 1.5 mM FeSO4

(Sigma-Aldrich, USA) 250 μl, 6 mM H2O2 (Sigma-Aldrich,

USA) 175 μl와 농도별 시료 75 μl를 혼합하여 반응시킨 후

560 nm에서 흡광도를 측정하였다[19]. Fe
2+

-chelating 활성은

시료에 2 mM FeCl2 (Sigma-Aldrich, USA) 15 μl와 5 mM fer-

rozine (Sigma-Aldrich, USA) 30 μl를 혼합하여 상온에서 15분

반응시킨 후 562 nm에서 Fe
2+

-ferrozine 용액의 흡광도를 측정

하였다[5]. 각 실험 항목에서 농도에 따른 추출물의 항산화활

성은 다음의 식으로 %를 계산하였다.

소거능(%)={1-(추출물 처리군의 흡광도/추출물 무처리군

의 흡광도)}×100

세포배양

본 연구에 사용한 NIH 3T3 마우스 섬유아 세포주는 한국세

포주은행(KRIBB, Taejeon, Korea)에서 분양 받았으며

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM, Gibco Inc., USA)

에 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco Inc., USA)을 첨가한

배지를 이용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다.

세포 생존율 측정

국화추출물의 NIH 3T3 세포 생존에 미치는 영향은 MTT

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bro-

mide) 분석을 통해 실시하였다. NIH 3T3 세포(5×10
3
cells/

well)를 96-well cell plate에 분주한 후 시료, FeSO4, H2O2를

각각 농도별로 처리하여 24시간 배양 후 MTT (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA) 용액(1 mg/ml)을 처리하여 4시간 반응

시킨 다음 DMSO로 세포 내 염색액을 용출시킨 후 microplate

reader (Infinite
®

200, Tecan Trading AG, Switzerland)를 이용

하여 570 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 이 측정치는 시

료의 세포에 대한 독성을 나타내며 생존율은 시료 처리군을

대조군에 대한 백분율(%)로 나타내었다.

지질과산화 억제능 분석

국화추출물이 수산화 라디칼에 의한 2차 산화물 생성에 미

치는 영향을 조사하기 위한 지질과산화 억제능은 NIH 3T3

세포(2×105 cells/ml)에 시료와 FeSO4, H2O2를 처리하여 배양

한 후 회수하여 1.15% KCl로 균질화시켰으며, 0.2 ml sodium

dodecyl sulfate (8.1%), 1.5 ml acetic acid (20%) 및 1.5 ml thio-

barbituric acid (0.8%)를 첨가하여 95℃에서 2시간 반응시켰다.

반응 후 5 ml n-butanol/pyridine mixture (15:1, v/v)로 분획을

통해 얻은 상등액의 흡광도를 532 nm에서 측정하였다[10].

DNA 손상 억제능 분석

국화추출물이 유리 라디칼에 의한 유전정보의 손상을 유발

하는 DNA 분절에 미치는 영향을 조사하기 위하여 먼저 Ψ

X-174 RF I plasmid DNA (New England BioLabs, County

Road Ipswich, MA) 분석을 실시하였다. ΨX-174 RF I plasmid

DNA 5 μl, 농도별 시료 10 μl, FeSO4와 H2O2 5 μl를 혼합하여

37℃에서 반응시킨 후 50% glycerol (v/v), 40 mM EDTA,

0.05% bromophenol blue을 첨가하여 전기영동 후 분석하였

다. 또한 DNA tail 이동도 분석은 Cho 등[2]의 방법에 따라

시료를 처리한 NIH 3T3 세포에 lysis buffer (50 mM tris–

HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,

10 mg/ml aprotinin, 10 mg/ml leupeptin, 5 mM phenyl-

methylsulfonyl fluoride, 1 mM DTT)와 0.2 mg proteinase K

를 혼합한 후 전기영동을 실시하여 확인하였다.

Western blot 분석

NIH 3T3 세포(1×106cells/well)를 6-well plate에서 분주하

여 16시간 배양한 후 농도별 시료, FeSO4, H2O2를 처리하여

24시간 반응시켰다. 반응 후 시료를 처리한 NIH 3T3 세포로부

터 lysis buffer (50 mM Tris–HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl,

1 mM EDTA, 1mM EGTA, 10 mg/ml aprotinin, 10 mg/ml

leupeptin, 5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF] and

1 mM DTT) 이용하여 추출한 단백질을 15% SDS-PAGE로 전

기영동 후 PVDF membrane (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA)에 transblot 하였다. 이 후 5% BSA로 blocking 시키고,

p21 rabbit polyclonal IgG (Cell Signaling Technology,

Beverly, MA)와 P-histone H2AX rabbit antibody (Cell

Signaling Technology, Beverly, MA)로 1차 처리 후 IgG

HRP-linked anti-rabbit antibody (Cell Signaling Technology,

Beverly, MA)를 2차 처리하여 반응시켰다. 이 후 ECL de-

tection polaroid camera (Amersham Biosciences, USA)를 사

용하여 촬영하였으며, 발현 수준은 Un-SCAN-IT gel Version

5.1 (Silk Scientific, Inc.). 프로그램을 통해 분석하였다.

통계처리

모든 실험은 독립적으로 3회 이상 실시하였으며 각 실험에

서 얻어진 결과는 평균±표준편차로 나타내었다. 통계처리는

SPSS version 12.0로 분석한 후 t-검정을 실시하여 분산과 평균
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Fig. 1. (A) DPPH free radical and (B) hydroxyl radical scavenging activities and (C) Fe
2+

-chelating activities of ethanol extracts

from D. indicum. (A) Reaction mixture containing 40 μl of test samples (4 mg/ml dissolved in DMSO) and 760 μl of DPPH

ethanol solution were incubated at 37℃ for 30 min and absorbance was measured at 515 nm. (B) The reaction mixture

contained 250 μl of FeSO4, 175 μl of H2O2, 300 μl of sodium salicylate and varying concentrations of the extracts. After

a reaction for 30 min at 37℃, the absorbance was measured at 562 nm. (C) The reaction mixture contained 15 μl FeCl2,

30 μl ferrozine, 150 μl varying 4 concentrations of the extracts and 605 μl distilled water. The absorbance of the Fe2+-ferrozine

complex was measured at 562 nm. The absorbance values were converted to scavenging and chelating effects (%) and data

plotted as the means of replicate scavenging and chelating effect (%) values±S.D. Ascorbic acid (A, B) and EDTA (C) were

used for the positive control.

의 동일성 여부를 검정하였으며, 분석결과는 일원분산분석

(one way ANOVA)에 의한 Duncan 검정을 실시하여 p값이

0.05 미만일 때 유의한 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

국화추출물의 항산화활성

본 연구에서 국화추출물의 항산화 활성을 분석하기 위하여

DPPH 유리 라디칼과 수산화 라디칼의 제거 활성 및 Fe2+-che-

lating 효과를 조사하였다. 국화추출물의 DPPH 유리 라디칼

제거능은 농도가 높아짐에 따라 활성이 증가하여 0.32 μg/ml

에서 7.4%, 1.6 μg/ml에서 10.5%, 8 μg/ml에서 23.6%, 40 μg/

ml에서 71.3%, 200 μg/ml에서 92.8%의 제거 효과를 나타내었

다(Fig. 1A). 또한 수산화 라디칼 제거능은 20 μg/ml의 저농도

에서 약 50% 미만의 활성을 나타내었으나 200 μg/ml의 고농

도에서는 73.6%의 제거 활성을 보여주었다(Fig. 1B). 최근 연

구에 따르면 국화과 식물인 구절초(Chrysanthemum zawadskii)

추출물의 DPPH 유리 라디칼 소거능은 1,000 μg/ml의 농도에

서 51%로 나타내고 있으며[24], 수리취(Synurus palmatopinna-

tifidus) 추출물은 73%의 DPPH 유리 라디칼 제거 활성을 보여

우수한 항산화 효과를 가진다고 보고된 바 있다[14]. 본 연구에

서도 국화추출물의 DPPH 유리 라디칼 제거능은 농도에 따라

약 92.8%의 활성을 나타내고 있어 높은 유리 라디칼 제거 효과

를 보여주고 있다.

국화추출물의 Fe
2+

-chelating 효과를 분석해 보면 0.32 μg/

ml에서 1.6%, 1.6 μg/ml에서 5.7%, 8 μg/ml에서 17.0%, 40

μg/ml에서 39.4%, 200 μg/ml에서 59.4%로 농도가 높아질수

록 활성이 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 1C). Woo 등[23]은
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남구절초(D. zawaskii) 지상부의 초음파 추출물이 코스모스

(Cosmos bipimatus) 추출물보다 우수한 chelating 효과를 보인

다고 하였는데, 본 연구에서도 국화추출물은 Fe
2+

-chelating 효

과가 약 60%로 나타나 비교적 높은 chelating 효과를 가지는

것으로 조사되었다.

최근 Woo 등[22]은 충남 태안군에서 채집 후 재배한 감국

(D. indicum)의 부위별 추출물이 갖는 항산화 활성을 조사한

결과, 꽃 추출물이 잎줄기 추출물에 비해 DPPH 유리 라디칼

제거능과 Fe
2+

-chelating 효과가 더 높게 나타난다고 보고한

바 있다. 본 연구에서 국화추출물의 DPPH 유리 라디칼 제거

능(RC50=0.31 mg·ml
-1

)과 Fe
2+

-chelating 효과(RC50=1.27

mg·ml
-1
)은 상위 연구의 DPPH 유리 라디칼 제거능(RC50=0.47

mg·ml-1)과 Fe2+-chelating 효과(RC50=2.02 mg·ml-1)보다 더 높

은 활성을 보이는 것으로 조사되었는데, 이는 두 연구의 국화

추출물이 서로 다른 지역적 특이성에 따른 생리활성 성분의

차이에 따른 것으로 생각된다.

국화추출물의 산화적 세포 손상에 대한 보호 효과

국화추출물이 세포 생존에 미치는 영향을 조사해 보면 대조

군에 비해 Fe
2+
와 H2O2만 처리한 라디칼 처리군의 세포 생존

율은 70.8%의 활성을 보여주고 있으나 시료를 처리한 실험군

에서는 98.7%의 생존율을 나타내주고 있어 세포에 대한 시료

의 독성은 거의 없는 것으로 조사되었다(Fig. 2). 이러한 조건

Fig. 2. Effect of the ethanol extracts from D. indicum on oxidative

stress induced by hydroxyl radical. The viability of NIH

3T3 cells was evaluated by a MTT assay. NIH 3T3 cells

(5×10
3

cells/well) were cultured in 96-well plate at 37℃

for 24 hr. After 24 hr, ethanol extracts from D. indicum
was treated to each well according to the concentration,

FeSO4, H2O2, and then incubated. After, 50 μl of MTT

solution (1 mg/ml) was treated to each well for 4 hr,

the supernatant was removed, and then 100 μl of DMSO

was treated to each well. The observance was measured

with a microplate reader at 570 nm.
*p<0.05 indicate sig-

nificant difference between the untreated group and the

treated group.

에서 국화추출물을 처리하였을 때 지질과산화 억제능은 8 μg/

ml에서 56.6%, 40 μg/ml에서 69.8%, 200 μg/ml에서 90.3%로

농도가 높아짐에 따라 활성이 증가하는 경향을 나타내었다

(Fig. 3). 최근 연구에서 꿀풀(Prunella vulgaris) 꽃대의 지질과

산화 억제능은 1,000 μg/ml의 농도에서 84.6%로 나타나 2차

산화물의 생성을 억제하는데 유효하다고 하였으며[15], 백작

약(Paeonia japonica) 열수 추출물의 지질과산화 억제능은 50

μg/ml 농도에서 62%로 나타나 산화적 스트레스의 감소에 효

과적이라고 보고된 바 있다[6]. 본 연구에서도 라디칼에 의한

지질과산화 반응에서 국화추출물을 200 μg/ml 처리하였을 경

우 약 90%의 억제 활성을 보였다.

국화추출물이 산화적 스트레스에 의한 p21 단백질의 발현

에 미치는 영향을 조사하기 위하여 p21 단백질 발현율을 대조

군에 대한 시료 처리군의 상대적 발현으로 분석하였다. 국화

추출물을 처리한 경우에 p21 단백질의 발현은 1.6 μg/ml에서

23.9%, 8 μg/ml에서 65.1%, 40 μg/ml에서 70.3%, 200 μg/ml

에서 79.6%으로 나타나 농도가 높아질수록 증가하는 것으로

나타났다(Fig. 4). 따라서 본 연구의 국화추출물은 농도가 높아

질수록 p21 단백질의 발현이 증가되는 것으로 보아 세포의

비정상적 증식을 억제하고 손상된 세포의 apoptosis를 유도하

는 데 효과가 있을 것으로 생각된다.

국화추출물의 산화적 DNA 손상에 대한 보호 효과

국화추출물이 산화적 스트레스에 의한 DNA 손상에 미치

Fig. 3. The lipid peroxidation effect of the ethanol extracts from

D. indicum on cell damage induced by oxidative stress.

The NIH 3T3 cells were cultured in a 6-well plate at

2×10
6

cells/well for 16 hours. After plating, the cells were

treated with the varying concentrations of the extracts

from D. indicum, H2O2 and FeSO4 were added to the plate

and then the cells were incubated. The cell lysate was

mixed with 0.1 ml of 8.1% sodium dodecylsulfate, 0.75

ml of 20% acetic acid, and 0.75 ml of 0.8% thiobarbituric

acid. After, the supernatant fractions were isolated and

the absorbance was measured at 532 nm. *p<0.05, **p<0.01

indicate a significant difference between the untreated

group and the treated group.



1702 생명과학회지 2011, Vol. 21. No. 12

Fig. 4. Expression effect of the ethanol extracts from D. indicum
on p21 protein induced by hydroxyl radical. Lane 1 is

untreated and lane 2 is treated with FeSO4 and H2O2

without extracts. Lane 3-6 were treated with varying

concentrations of the extract (1.6, 8, 40 and 200 μg/ml).

A protein extracted from the cells was separated on 15%

SDS-PAGE gel following the manufacturer’s instruction.

Gels were transblotted on to PVDF membranes for west-

ern blot analysis. The membranes were blocked for

non-specific binding for 90 min in block and then wash-

ed with 1× TBS solution. After, the membrane was in-

cubated with p21 antibody at 1:1,000 dilutions and with

gentle shaking. After washing, the membrane was treat-

ed with the detection agent and immediately developed.
*p<0.05, **p<0.01 indicate a significant difference between

the untreated group and the treated group.

는 영향을 조사해보면, 대조군의 ΨX-174 RF I plasmid DNA

는 super coiled (SC) 형태로 확인되고 있으나, Fe
2+
와 H2O2만

처리한 라디칼 처리군에서는 DNA의 분절로 인하여 SC 형태

가 open circular (OC) 형태로 전환되고 있다. 이러한 조건에서

시료를 처리하였을 때 SC 형태의 DNA는 1.6 μg/ml에서

55.8%, 8 μg/ml에서 64.7%, 40 μg/ml에서 71.6%, 200 μg/ml

에서 88.7%로 조사되어 시료의 농도가 높아질수록 SC 형태의

DNA 로부터 OC 형태의 DNA 로 전환되는 것을 억제시키는

것으로 나타났다(Fig. 5). 기존 여러 추출물들이 산화적 스트레

스에 의한 DNA 손상에 미치는 영향을 조사해보면, 밀몽화

(Buddleja officinalis) 추출물이 DNA 분절화에 미치는 영향을

조사해 보면 200 μg/ml에서 SC 형태에서 OC 형태로의 전환

을 80% 억제하였으며[4], 오미자(Schizandra chinensis) 에탄올

추출물은 시료의 농도가 높아질수록 DNA 손상 억제능도 증

가하여 200 μg/ml의 농도에서 약 93%의 억제 활성을 보인다

고 한 바 있다[8]. 본 연구의 국화추출물도 활성산소에 의한

DNA의 분절을 효과적으로 억제하고 있다.

DNA tail의 이동도을 살펴보면 대조군에 비해 Fe2+와 H2O2

만을 처리한 라디칼 처리군에서는 tail의 이동이 증가되는 경

향을 보여주고 있으나, 시료와 라디칼을 함께 처리한 경우 라

디칼 처리군에 비해서 농도가 증가함에 따라 이동이 점차적으

Fig. 5. Inhibition of the ethanol extracts from D. indicum against

the conversion of SC into OC induced by hydroxyl

radical. Lane 1 is untreated and lane 2 is treated with

FeSO4, and H2O2 without extracts. Lane 3-6 were treated

with varying concentrations of the extract (1.6, 8, 40 and

200 μg/ml). Each mixture was incubated at 37℃ for 30

min. After 30 min, 5 ml of reaction stop buffer and the

reaction mixtures was electrophoresed on 1% agarose

gel, and the DNA in the gel was visualized and photo-

graphed under ultraviolet light after ethidium bromide

staining. *p<0.05, **p<0.01 indicate a significant difference

between the untreated group and the treated group.

로 짧아지고 있다(Fig. 6). 최근 Kim과 Park [12]은 오미자 추출

물이 DNA tail의 이동을 73%로 억제하여 유전독성으로부터

DNA를 보호하는 데 유효할 것이라고 한 바 있다. 본 연구에서

도 국화추출물은 산화적 스트레스에 의한 DNA 분절화을 억

제하고 DNA tail의 이동을 감소시키는 것으로 조사되었다.

국화추출물이 수산화 라디칼에 의한 DNA의 인산화에 미

치는 영향을 조사하기 위하여 Fe
2+
와 H2O2만 처리한 라디칼

처리군에 대해 시료 처리군의 상대적인 인산화비로 분석하였

다. 시료 처리에 따른 phospho-H2AX 발현 수준은 1.6 μg/ml

에서 51.2%, 8 μg/ml에서 24.4%, 40 μg/ml에서 21.5%, 200

μg/ml에서 20.2%로 나타나 시료의 농도가 높아짐에 따라 감

소하는 경향을 보여주고 있다(Fig. 7). 즉, 국화추출물의 농도

가 높아질수록 phospho-H2AX 발현은 감소하여 라디칼 처리군

에 비해 약 79.8%의 억제 효과를 나타내는 것으로 분석되었다.

기존 여러 추출물들이 산화적 스트레스에 의한 phospho-H2AX

의 발현에 미치는 영향을 조사한 연구에서 보리(Hordeum vul-

gare) 씨앗에서 정제된 3,4-dihydroxybenzaldehyde의 phos-

pho-H2AX 발현 억제율은 200 μg/ml에서 80%를 나타내며[9],

까마중(Solanum nigrum)에서 정제한 lunasin 단백질은 phos-

pho-H2AX의 발현 억제율이 10 μM에서 82%를 보인다는 것

[7]으로 보아 국화 추출물도 산화적 스트레스에 의한 DNA

인산화를 억제하는데 효과적일 것으로 생각된다.

따라서 본 연구의 국화추출물은 산화적 스트레스를 유발하

는 유리 리다칼과 생체 내 강한 독성을 나타내는 수산화 라디

칼을 제거하는 데 매우 효과적인 것으로 나타났다. 또한 O2
․-

,
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Fig. 6. Inhibitory effect of the ethanol extracts from D. indicum against intracellular

DNA migration induced by hydroxyl radical. Lane 1 is untreated, and lane

2 is treated with FeSO4 and H2O2 without extracts. Lane 3-6 were treated

with varying concentrations of the extract (1.6, 8, 40 and 200 μg/ml). Each

cell was resuspended with 20 μl of lysis buffer by pipetting cells to ensure

complete lysis and then incubated. After, 5 μl of RNase A was added to

the supernatant, and each cell was incubated at 55℃ for another 60 min.

The reaction mixtures was electrophoresed on 2% agarose gel, and the

DNA in the gel was visualized and photographed under ultraviolet light

after ethidium bromide staining.

Fig. 7. Expression effect of ethanol extracts from D. indicum on

H2AX induced by hydroxyl radical. Lane 1 is untreated

and lane 2 is treated with FeSO4 and H2O2 without

extracts. Lane 3-6 were treated with varying concen-

trations of the extract. Protein extracted from the cells

was separated on 15% SDS-PAGE gel following the man-

ufacturer’s instruction. Transblotted on to membranes

were blocked for non-specific binding for 90 min in block

buffer. After, the membrane was incubated with phos-

pho-H2AX antibody at 1:1000 dilutions. After washing,

the membrane was treated with the detection agent and

immediately developed. *p<0.05, **p<0.01 indicate a sig-

nificant difference between the treated group (treated

with FeSO4, H2O2 without extracts) and untreated or

treated group (treated with FeSO4, H2O2, varying ex-

tract).

H2O2, ROO
․-
등과 같은 2차 산화물의 생성을 억제할 뿐만 아

니라 세포의 비정상적인 증식을 조절하는 것으로 알려진 p21

단백질의 발현을 증가시키는 것으로 나타났다. 이와 더불어

유리 라디칼에 의한 DNA의 분절화와 DNA의 인산화를 억제

시켜 DNA의 open circular form 전환과 phospho-H2AX의

발현을 감소시키는 것으로 조사되었다. 이러한 결과로 미루어

보아 국화 추출물은 산화적 스트레스로 인한 생체 독성으로부

터 세포와 DNA를 보호하는 데 효과적일 것으로 생각된다.
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본 연구는 국화추출물이 산화적 스트레스에 의한 세포와 DNA의 손상에 미치는 영향을 조사하였다. 국화추출

물의 DPPH 유리 라디칼과 수산화 라디칼의 제거 활성은 200 μg/ml에서 각각 92.8%, 73.8%로 나타났으며,

Fe
2+

-chelating 효과는 59.4%로 나타났다. 국화 추출물의 지질과산화 억제능은 대조군의 90.3%의 활성을 보였으

며, p21 단백질의 발현 수준은 대조군의 79.6%로 나타나 라디칼 처리군에 비해 높은 것으로 조사되었다. 또한

국화추출물의 DNA 분절화 억제 활성은 대조군의 89.6%를 보였고, DNA tail의 이동은 농도에 따른 차이는 있으

나 대조군과 비교적 유사한 수준으로 감소되는 경향을 나타내었으며 phospho-H2AX 단백질의 발현은 라디칼

처리군의 79.8%에 해당하는 수준을 보여 DNA 인산화를 억제하는 데 높은 활성을 나타내었다. 따라서 본 연구의

국화추출물은 산화적 스트레스에 의한 생체 내 독성으로부터 세포와 DNA를 보호하는 데 효과적으로 작용하는

천연 항산화 물질로서의 응용이 기대된다.
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