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桃枝 메탄올 추출물과 용매별 분획물이 활성산소종, 활성질소종

및 저밀도 지단백의 산화에 미치는 효과
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Effects of the Young Branch of Prunus persica Methanol Extracts and

Solvent Fractions on ROS, RNS and Oxidized Low-Density Lipoprotein
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This study was designed to analyze the effects of methanol extracts and solvent fractions of the young branch

of Prunus persica on scavenging activity of ROS, RNS and inhibiting activity of oxidative modification in human LDL

induced by copper ion or free radical generator. The scavenging capacities of the fractions on DPPH radical,

superoxide radical, nitric oxide and peroxynitrite were exhibited the highest in ethylacetate fraction, followed by butanol

fraction. In the copper-induced LDL oxidative modification system, the highest antioxidant activity was revealed in

ethylacetate fraction, and butanol fraction exhibited a similar activity. However, solvent fractions of the young branch

of Prunus persica showed a relatively low antioxidant activity in the AAPH-mediated LDL oxidation. In addition,

ethylacetate and butanol fractions also inhibited the copper-mediated LDL oxidation in the REM assay, which was

comparable to that of the positive controls, including EDTA, ascorbic acid and BHT. Futhermore, a content of total

phenolics in these two fractions was higher than that of the other fractions. These results indicated that ethylacetate

and butanol fractions of the young branch of Prunus persica were useful for the prevention of the free radical- or metal

ion-induced oxidative damages.
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서 론

생체 내 활성산소종(reactive oxygen species : ROS)과 활성

질소종(reactive nitrogen species : RNS)의 과다 생성으로 유발되

는 산화적 스트레스는 세포막의 주요 구성 성분인 인지질, 특히

저밀도 지단백(low density lipoprotein : LDL)의 산화적 변형과

혈관내피세포의 손상을 일으키며, 산화된 지단백이 막수용체를

매개로 단구세포나 대식세포 내로 이입되면 거품세포(foam cell)

가 형성됨으로써1,2) 동맥경화3), 고혈압4-6), 심부전 및 당뇨병성 혈

관 합병증7,8) 등과 같은 심혈관질환의 발생과 진행에 결정적인

작용을 하는 것으로 알려져 있다. 반면, 식품이나 식물 자원에서

유래된 천연 항산화제는 자유기에 의한 산화적 스트레스를 억제

함으로써 동맥경화와 심근경색의 위험으로부터 생체를 보호하는

유익한 작용을 하므로, 천연 항산화제의 개발에 대한 관심이 지

속적으로 증가하고 있는 실정이다9-12).

桃枝는 복숭아나무(Prunus persica)의 가지로서 술에 달여 복

용하면 卒心痛
13)

및 갑작스런 心腹部의 통증
14)
을 치료하는데 효

험이 크다고 알려져 있다. 한편 桃枝의 약리적 활성에 대한 연구

로 Ferric-Thiocyanate법을 이용한 지질과산화 억제작용 및

Rancimat법에 따라 평가한 지질산패 억제효능이 보고된 바 있으

나15), 보다 심도 있는 연구를 접할 수 없었다.

따라서 저자 등은 이전의 연구16)에서 桃枝의 心痛 치료 기전

이 산화적 스트레스 억제와 관련이 있을 것이라는 가정 하에, 물

추출물과 에탄올 추출물을 조제하여 전자 공여능, 지질과산화 억

제효과, ROS와 RNS에 대한 소거효과 및 금속 이온과 자유기로

유도된 인체 저밀도 지단백의 산화에 대한 저해효과를 실험적으

로 비교 검토한 결과, 본 약물이 현저한 항산화 효능을 나타내었
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으므로, 향후 ROS나 RNS로 야기되는 산화적 질환의 예방과 치

료에 유용할 것이라 보고한 바 있다.

이에 본 연구에서는 桃枝의 성분 분석과 유효 성분 분리를

위한 전단계 실험을 진행하고자, 桃枝 메탄올 추출물과 용매별

분획물을 대상으로 전자 공여능, ROS와 RNS에 대한 소거능, 지

단백의 산화에 대한 억제효과를 평가하고, 분획별 페놀성 화합물

의 함유량을 비교 검토하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하는

바이다.

재료 및 방법

1. 시약

본 실험에 사용된 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH),

ethylene-diamine-tetraacetic acid (EDTA), a-tocopherol, ascorbic

acid, hydroxytoluene (BHT), DL-penicillamine, hypoxanthine,

nitro blue tetrazolium (NBT), xanthine oxidase, hydrogen

peroxide (H2O2), 3-morpholinosydnonimine (SIN-1),

4,5-diaminofluorecein (DAF-2), copper(II) sulfate (CuSO4),

human LDL, gallic acid는 Sigma사 (St. Louis, Mo, USA)에서

구입하였다. 그 외 dihydrorhodamine 123 (DHR 123)은

Molecular Probes사 (Eugene, USA)에서, Folin-Ciocalteu's

phenol reagent는 Merck사 (Germany), 2,2'-azobis (2-

methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH)는 Wako 사

(Osaka, Japan)의 제품을 구입하여 사용하였다.

2. 약재와 추출

桃枝 (the young branch of Prunus persica)는 복숭아나무의

가지를 건조한 것으로 복숭아 産地로 알려진 경상북도 청도 지

역에서 2월 중순경 수득하여 정선, 세척한 다음, 잔류농약 검사

를 시행하여 안전성을 확인한 후, 실험에 사용하였다. 桃枝 600

g에 70% 메탄올 6 L를 가하여 70℃에서 48시간 추출하고 여과한

다음, 여과액을 3,000rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을 수

거하였다. 상층액을 감압농축하고, 동결건조하여 메탄올 추출물

을 얻었다. 메탄올 추출물 (100 g)을 증류수 (700 mL)에 현탁시

킨 다음, 각각 헥산 (hexane), 클로로포름 (chloroform), 에틸아세

테이트(ethylacetate), 부탄올(butanol) 700 mL을 가하여 3회씩 재

추출하였다. 그 후, 물 분획물을 포함한 모든 용매별 분획물을 감

압농축하고 동결건조하여 -70℃에 저장한 다음, 실험에 사용하였

다. 각각의 추출단계에서 수거한 분획물의 수득율은 Table 1과

같다.

3. DPPH radical 소거능 측정

桃枝 추출물의 DPPH radical 소거능을 측정하기 위해 본 실

험에서는 농도별 桃枝 추출물과 잘 알려진 항산화제인

a-tocopherol 및 ascorbic acid를 양성대조군으로 하여 각각 50

mL씩의 시료를 0.1 mM DPPH ethanol 용액 1 mL에 가한 뒤,

Tris-HCl buffer (50mM, pH 7.4) 450 μL를 처리하였다. 이 혼합

용액을 잘 혼합한 다음, 실온에서 1시간 반응시키고,

spectrophotometer (UltroSpec 6300 Pro, Amersham, UK)를 이

용하여 파장 517 nm에서 흡광도를 측정하였다.

4. Superoxide radical 소거능 측정

桃枝 추출물의 superoxide radical (O2-)에 대한 소거능을 측

정하기 위하여 본 실험에서는 농도별 桃枝 추출물과 양성대조물

질을 각각 EDTA (30 mM, pH 7.4) 100 μL, 50 mM의 NaOH에

용해시킨 30 mM hypoxanthine 10 μL, 그리고 1.42 mM NBT

200 μL와 혼합하였다. 실온에서 3분간 반응시킨 뒤, 이 혼합용액

에 0.5 U/mL xanthine oxidase l00 μL를 가하고, 50 mM

phosphate buffer (pH 7.4)를 첨가하여 최종 volume을 3 mL이

되도록 조절하였다. 실온에서 20분간 반응시킨 다음, superoxide

radical의 생성 저해효과는 560nm에서 흡광도를 측정하여 NBT

의 감소 정도를 통해 확인하였다.

5. Hydroxyl radical 소거능 측정

桃枝 추출물의 hydroxyl radical (·OH)에 대한 소거능을 검

토하기 위하여 桃枝 추출물과 양성대조물질을 1.25 mM H2O2와

0.2 mM FeSO4 혼합물에 첨가하였다. 37℃에서 5분간 배양한 뒤,

esterase-treated 2 µM H2DCFDA를 혼합물에 가하고, 최종 용량

을 250 µL/well이 되도록 조절하였다. 형광도의 변화를 측정하

기 위하여 fluorescence microplate reader (GENios-basic,

TECAN, Austria)를 사용하여 excitation 파장 (485 nm) 및

emission 파장 (528 nm)에서 30분 동안 형광 강도의 변화를 측정

하였다.

6. Nitric oxide 소거능 측정

桃枝 추출물의 nitric oxide (NO) 소거능을 측정하기 위하여

DAF-2 용액을 준비하였다. 먼저 1 mg의 DAF-2를 DMSO 0.55

mL에 용해시킨 뒤, 50 mM phosphate buffer를 사용하여 400배

희석하였다. 다양한 농도의 桃枝 추출물과 양성대조물질 10 µL

씩을 50 mM phosphate buffer (pH 7.4) 130 µL과 혼합하고, 이

어서 40 mM SIN-1 10 µL와 DAF-2 용액 50 µL를 가하였다. 실온

에서 10분간 반응시킨 후, 형광 강도는 excitation 파장 (495 nm)

및 emission 파장(515 nm)에서 측정하였다.

7. Peroxynitrite 소거능 측정

桃枝 추출물의 peroxynitrite (ONOO-) 소거능을 측정하기

위하여 농도별 桃枝 추출물 또는 peroxynitrite 소거제로 잘 알려

진 penicillamine을 양성대조물질로 사용하여 각각의 시료 10 µL

을 50 mM sodium phosphate dibasic, 50 mM sodium

phosphate monobasic, 90 mM sodium chloride, 5 mM

potassium chloride가 포함된 rhodamine buffer (pH 7.4) 175.8

µL와 혼합하였다. 5 mM DTPA 4 µL와 5 mM DHR 123을 0.2

µL 가한 뒤, 10 µM peroxynitrite 10 µL를 가함으로써 반응을 개

시하였다. 실온에서 10분간 반응시킨 후, excitation (480 nm)과

emission (530 nm)의 파장에서 형광 강도를 측정함으로써 DHR

123 산화의 저해 정도를 계산하였다.
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8. CuSO4와 AAPH로 유도된 LDL의 산화반응에 대한 억제효과

측정

CuSO4와 AAPH로 매개되는 LDL 산화에 대한 桃枝 추출물

의 저해효과를 측정하였다. CuSO4로 매개되는 LDL 산화의 측정

을 위해 PBS (pH 7.4) 에 LDL (100 μg protein/mL)을 가하여 농

도별 桃枝 추출물 (1～50 μg/mL) 혹은 양성대조물질과 혼합한

다음, 10 μM CuSO4를 가하였다. 37℃에서 4시간 동안 배양한 후

LDL 산화의 정도를 측정하였다. AAPH로 매개되는 LDL 산화를

측정하기 위해 PBS (pH 7.4)에 LDL (100 μg protein/mL)을 가

하여 桃枝 추출물 또는 양성대조물질과 혼합하였다. 산화 반응을

유도하기 위하여 4 mM AAPH를 가하였으며, 37℃에서 4시간동

안 배양한 후, 1 mM EDTA를 가하여 반응을 종료하였다.

CuSO4 및 AAPH로 유도된 LDL의 산화반응의 정도는 TBARS

assay로 측정하였다.

9. Relative electrophoretic mobility (REM) assay

LDL (120 μg protein/mL)을 농도별 桃枝 분획물 (1.0, 2.0

and 5.0 μg/mL) 혹은 양성대조물질과 혼합한 다음, 10 μM

CuSO4를 가하고 이를 37℃에서 12시간 동안 배양하였다. 배양

시간이 종료된 시점에 약 3 μg의 LDL protein을 0.7% agarose

gel에 loading하여 85V에서 1시간 동안 전기영동하였다. 그 후,

gel을 실온에서 1시간 동안 건조시킨 다음, Coomassie brilliant

blue R250를 사용하여 1시간 동안 염색반응을 유도하였다.

10. 총 페놀성 화합물의 함량 측정

桃枝 메탄올 추출물과 용매별 분획물의 total phenolics의 함

량은 Folin-Ciocalteu reagent를 이용하여 측정하였다. 桃枝 메탄

올 추출물과 용매별 분획물 40 μL를 Folin-Ciocalteu reagent 200

μL과 혼합하고 1160 μL의 증류수를 가하였다. 혼합물을 실온에

서 3분간 배양하였으며 20% sodium carbonate 600 μL를 첨가하

였다. 2시간 후 파장 765 nm에서 spectrophotometer를 이용하여

흡광도를 측정하였으며, 총 페놀성 화합물의 함량은 gallic acid

을 이용한 표준곡선으로 계산하였다.

Table 1. Extraction yields and DPPH radical scavenging activity

Sample Yields of extract
DPPHa

(IC50, ㎍/mL)

Methanol 199.2 g (33.2%) 11.29±0.39

Ethylacetate 17.7 g 6.28±0.09

Butanol 14.3 g 8.16±0.05

Hexane 26.5 g 24.45±0.16

Chloroform 18.4 g 40.51±1.48

Aqueous 23.1 g

Ascorbic acid
b

3.03±0.06

BHTb 5.43±0.19
a Values are mean ± SD of three replicates. b Used as a positive control.

결 과

1. DPPH radical 소거능

桃枝 메탄올 추출물과 용매별 분획물의 DPPH radical 소거

능을 측정함으로써 자유기 소거능에 대한 효과를 검토하였고 양

성대조군으로는 ascobic acid와 BHT가 사용되었다. 본 실험의 결

과를 DPPH radical을 50% 소거시키는 IC50으로 환산하여 표기한

결과, 양성대조군인 ascobic acid, BHT에서 높은 소거활성을 보

였다. 한편 桃枝의 용매별 분획물 중 높은 소거능을 보인 것은

ethylacetate, butanol 분획물이었으며, 양성대조군과 비교하여

거의 유사한 수준의 소거능을 보였다(Table 1). 한편 각각의 시료

를 모두 20 ㎍/mL의 동일한 농도 수준에서 자유기 소거능을 비

교 관찰한 결과에서도 ethylacetate, butanol 추출물의 소거능이

양성대조군인 ascobic acid 및 BHT와 유사하게 나타났다. 반면

hexane 및 chloroform 추출물의 자유기 소거능은 비교적 저조한

것으로 관찰되었다(Fig. 1).

Fig. 1. DPPH radical scavenging activity. The free radical scavenging
activities of methanol extract and solvent fractions from the young branch of

Prunus persica at the same concentration (20 ㎍/mL) were tested. The results are
the means±SD of three separate experiments. Ascorbic acid and BHT (20 ㎍/mL)

were used as a positive control.

2. Superoxide 및 hydroxyl radical에 대한 소거능

桃枝 메탄올 추출물과 용매별 분획물의 superoxide radical

에 대한 소거능을 검토하기 위하여 hypoxanthine-xanthine

oxidase 반응계를 이용하여 NBT의 수치가 감소하는 정도를 측

정하였다. 그 결과, ethylacetate와 butanol 분획물 및 methanol

추출물에서 모두 양성대조물질로 사용된 caffeic acid 보다 현저

하게 높은 소거활성을 보였다. 특히 ethylacetate 분획물에서

caffeic acid의 약 2배에 해당하는 강한 소거활성을 나타내었다.

반면, 桃枝의 hexane과 chloroform 분획물 및 양성대조물질로 사

용된 ascobic acid와 BHT는 superoxide radical에 대한 소거능이

각각 저조하거나 관찰되지 않았다. 한편 桃枝 메탄올 추출물과

용매별 분획물의 hydroxyl radical에 대한 소거능을 비교 관찰하

기 위하여 H2O2와 FeSO4를 첨가한 뒤 생성되는 hydroxyl radical

과 DCFA-DA이 형광물질인 DCF를 유도해내는 반응을 이용하

여 측정하였다. H2O2와 FeSO4가 반응하면 hydroxyl radical이 생

성되는데, 이때 DCFH에 작용하여 형광물질인 DCF로 산화시킨

다. 본 실험의 결과, ethylacetate 분획물에서 가장 뛰어난 소거능

을 보였으며, 이어서 butanol 분획물과 methanol 추출물의 효능

이 거의 유사한 수준으로 나타났고, 그 다음은 양성대조물질인

trolox와 ascorbic acid의 순으로 관찰되었다. 반면 hydroxyl

radical에 대한 소거능 실험에서도 chloroform과 hexane 분획물

은 저조한 결과를 보였다(Table 2).
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Table 2. Scavenging effects on superoxide and hydroxyl radical

Sample
Superoxide radicala

(IC50, ㎍/mL)
Hydroxyl radicala

(IC50, ㎍/mL)

Methanol 10.55±0.06 20.42±0.14

Ethylacetate 7.64±0.07 8.78±0.16

Butanol 8.27±0.31 20.74±0.74

Hexane NA 86.34±1.90

Chloroform NA 58.73±0.87

Ascorbic acidb ＞200 27.75±0.40

Caffeic acidb 13.46±1.71 NT

BHTb NA NT

Troloxb NT 25.44±1.35
a Results are expressed as IC50 values, where each value represents the mean±SD of
three replicates. b Used as a positive control. NA, not active. NT, not tested.

3. Nitric oxide 소거능과 peroxynitrite 소거능

桃枝 메탄올 추출물과 용매별 분획물의 활성질소종에 대한

소거효과를 관찰하기 위하여 nitric oxide와 peroxynitrite 반응계

를 이용하여 검토하였다. 먼저 nitric oxide에 대한 소거능을 분

석하기 위해 DAF-2와 NO 공여자인 SIN-1의 반응으로부터 생성

되는 triazolofluorescein의 수치를 측정하였다. 그 결과, 양성대

조물질인 caffeic acid와 ascorbic acid에서 nitric oxide에 대한 소

거능이 가장 높게 나타났다. 그 다음으로 ethylacetate 분획물,

butanol 분획물, methanol 추출물의 순으로 관찰되었다. 본 실험

에서도 chloroform과 hexane 분획물은 상대적으로 낮은 활성을

보였다. 한편 활성질소종인 peroxynitrite는 superoxide anion과

nitric oxide의 반응에 의해 생성되는데 LDL의 산화를 일으키고

내피세포의 손상을 야기하여 동맥경화를 촉진한다. 본 실험에서

는 peroxynitrite에 의한 DHR 123의 산화 정도를 측정함으로써

桃枝 추출물 및 분획물의 peroxynitrite에 대한 소거능을 측정하

였다. 그 결과, 양성대조물질인 penicillamine이 가장 높은 소거

활성을 보였고, 그 다음으로 ethylacetate 분획물, butanol 분획

물, methanol 추출물의 순으로 높은 활성을 나타내었다. 반면

chloroform과 hexane 분획물은 상대적으로 저조한 소거활성을

보였다. 이상의 실험결과에서 桃枝 용매별 분획물 중,

ethylacetate 와 butanol 분획물에서 활성산소종 및 활성질소종에

대한 소거효능이 강하게 나타남을 알 수 있었다(Table 3).

Table 3. Scavenging effects on nitric oxide and peroxynitrite

Sample
Nitric oxidea

(IC50, ㎍/mL)
Peroxynitritea

(IC50, ㎍/mL)

Methanol 2.25±0.15 2.20±0.01

Ethylacetate 1.29±0.08 1.27±0.02

Butanol 1.47±0.14 1.99±0.04

Hexane 9.83±0.37 7.66±0.23

Chloroform 8.87±0.21 5.64±0.11

Ascorbic acidb 0.50±0.01 NT

Caffeic acidb 0.46±0.01 NT

Penicillamineb NT 0.47±0.03
a Results are expressed as IC50 values, where each value represents the mean±SD of
three replicates.

b
Used as a positive control. NT, not tested.

4. CuSO4 및 AAPH에 의해 유도된 LDL 산화 억제효과

桃枝 용매별 분획물의 항산화 효과를 확인하기 위하여

CuSO4와 자유기 생성제인 AAPH로 유도되는 LDL 산화 반응 모

델을 이용하여 항산화효과를 측정하였다. 활성산소종과 활성질

소종 소거능에 대한 이전의 실험결과에서 桃枝 용매별 분획물

중 ethylacetate와 butanol층에서 보다 강한 자유기 소거활성을

보였으므로, 본 실험에서는 이들 분획물을 대상으로 LDL 산화에

대한 억제효능을 관찰하였다. 먼저 CuSO4로 유도되는 LDL의 산

화에 대한 억제효과를 측정한 결과, 桃枝 ethylacetate 분획물에

서 가장 강한 억제능을 보였으며, 그 다음으로 양성대조물질인

caffeic acid, 桃枝 butanol 분획물, 양성대조물질로 사용된

ascorbic acid의 순서로 산화억제 활성을 나타내었다. 한편,

AAPH를 산화유도제로 처리한 경우, 양성대조물질인 caffeic

acid는 현저한 산화억제 효능을 보인 반면, ascorbic acid는 산화

억제 효능이 상대적으로 낮게 나타났다. 한편 ethylacetate와

butanol 분획물은 caffeic acid보다는 낮고 ascorbic acid보다는

높은 항산화능을 보였다. 그러나 AAPH를 산화유도제로 처리한

경우에는 CuSO4로 유도된 LDL의 산화에 대한 桃枝 분획물의 억

제효능 보다 상대적으로 저조함을 알 수 있었다. 이상의 실험결

과에서 桃枝 분획물은 직접적으로 자유기를 소거하는 능력보다

금속이온을 킬레이트하는 효능을 통해 LDL의 산화를 효과적으

로 억제할 수 있음을 알 수 있었다(Table 4).

Table 4. Inhibitory effects on LDL oxidation induced by CuSO4 or

AAPH

Sample CuSO4 (IC50, ㎍/mL) AAPH (IC50, ㎍/mL)
a

Ethylacetate 2.41 35.46

Butanol 3.69 55.73

Ascorbic acidb 7.17 86.02

Caffeic acidb 2.86 6.77
a The level of LDL oxidation was measured by TBARS assay and the results are
expressed as mean of three separate experiments.

b
Used as a positive control.

5. REM assay를 이용한 산화 LDL에 대한 억제효과

이전의 실험에서 桃枝의 ethylacetate와 butanol 분획물이

CuSO4로 유도된 LDL의 산화에 대하여 현저한 억제효과를 보였

다. 이러한 효능을 보다 심도있게 규명하기 위하여 본 실험에서

는 REM assay를 이용하여 CuSO4로 유도된 LDL의 산화반응에

대한 억제효능을 전기영동을 통해 관찰하였다. 그 결과, Fig. 2에

서처럼, 정상 LDL은 (-)극에 머물고 있으나, CuSO4만 처리하여

산화를 유도한 실험군에서는 (+)극 쪽으로 뚜렷한 이동이 발생함

을 알 수 있었다. 한편, 이러한 CuSO4로 유도된 산화반응에 의해

발생한 LDL의 이동은 금속이온을 킬레이팅하는 기능을 지닌 양

성대조물질 EDTA (10 μM)의 처리로 인해 거의 정상군 수준으로

억제되었다. 한편, 桃枝 ethylacetate 분획물과 butanol 분획물에

서도 산화 억제효과를 보였는데, 특히 Ehtylacetate 분획물을 5.0

μg/mL의 농도로 처리한 실험군에서는 양성대조물질로 사용된

EDTA의 효능 보다는 약간 낮은 수준이었으나, ascorbic acid (20

μg/mL) 및 BHT (10 μg/mL)와 비교했을 때 거의 유사한 수준의

산화 억제활성을 나타내었다. 또한 桃枝 ethylacetate 분획물은

butanol 분획물에 비하여 보다 강한 항산화효능이 있음을 알 수

있었다(Fig. 2).

6. 총 페놀성 화합물의 함량

桃枝 메탄올 추출물과 용매별 분획물의 total phenolic
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compounds의 함량을 Folin-Ciocalteu assay 결과를 gallic acid

equivalent (GAE, mg of gallic acid/g of sample)로 환산하여 나

타냈다. 천연물의 항산화능의 정도는 그 물질이 포함하는 total

phenolic contents와 관련이 있다. 본 실험에서 桃枝의 메탄올 추

출물과 용매별 분획물은 최소 100.0 mg/g에서부터 최대 411.3

mg/g까지 고농도의 total phenolic compounds를 함유하고 있었

다. 기대했던 대로 ethylacetate 분획물과 butanol 분획물에서 검

출된 total phenolic compounds의 수치가 높게 나타났으며, 특히

ethylacetate 분획물에서 그 함량이 매우 높음을 알 수 있었다

(Table 5).

Fig. 2. Effect on the relative electrophoretic mobility of LDL. Human

LDL (120 μg protein/mL) was added to ethylacetate and butanol

extracts from the young branch of Prunus persica. The LDL oxidation
was initiated by adding 10 μM CuSO4 and was incubated for 12 h at 37 ℃. And

then, 3 μg of LDL protein was loaded on 0.7% agarose gel for 1 h, and was

stained with Coomassie brilliant blue R-250. Lane 1, native LDL; lane 2, oxidized

LDL; lanes 3-5, ethylacetate fraction (1.0, 2.0 and 5.0 μg /mL, respectively); lanes

6-8, butanol fraction (1.0, 2.0 and 5.0 μg /mL, respectively); lane 9, EDTA (10 μM);

lane 10, ascorbic acid (20 μg/mL); lane 11, BHT (10 μg/mL).

Table 5. Total phenolic contents of methanol extract and solvent

fractions from the young branch of Prunus persica

Sample Total phenolicsa (mg/g)

Methanol 222.6

Ethylacetate 411.3

Butanol 265.2

Hexane 100.0

Chloroform 206.3
a mg total phenolics/g fraction : gallic acid equivalent. Values are mean of three
replicates.

고 찰

본 연구는 저자 등이 보고한 이전의 연구결과16)에서 桃枝 추

출물이 자유기에 대한 전자 공여능, 지질과산화 반응 억제효과,

활성산소종과 활성질소종에 대한 소거효과 및 인체 저밀도 지단

백의 산화적 변형에 대한 저해효과를 검토하여 본 약물이 강한

항산화능을 실험적으로 확인한 바 있으므로, 이 결과를 바탕으로

보다 심도있는 연구를 진행하고자 桃枝 메탄올 추출물과 용매별

분획물을 대상으로 항산화능 및 페놀성 화합물의 함량을 비교

검토 하였다. 먼저 桃枝 분획물의 자유기 소거능을 규명하기 위

하여 DPPH radical scavenging assay를 이용하여 수소 공여능을

검토하였다. 그 결과, 桃枝 ethylacetate와 butanol 분획물에서 현

저한 자유기 소거능이 관찰되었으므로 桃枝 분획물이 자유기에

대해 강한 수소 공여능이 있음을 알 수 있었다. 한편 활성산소종

중에서 superoxide radical은 superoxide dismutase와 상호 반응

하여 hydrogen peroxide를 생성하며, hydrogen peroxide는 다시

Fenton 반응을 통해 보다 유해한 활성산소종인 hydroxyl radical

의 생성을 야기할 수 있다17). 또한 superoxide radical은 심혈관

세포의 산화적 손상을 일으켜 동맥경화 발생에 결정적 역할을

하는 것으로 알려졌다18). 특히 xanthine oxidase가 hypoxanthine

과 반응하면 hypoxanthine을 uric acid로 변환시키면서

superoxide radical이 생성되며, superoxide radical은 NBT를

diformazan 형태로 전환시킨다19). 본 연구에서 桃枝 분획물의

superoxide radical 소거능을 관찰하고자 hypoxanthine-xanthine

oxidase system을 이용하여 superoxide radical 발생을 유도하였

으며, superoxide radical에 의해 생성된 NBT reduction의 정도

를 측정하였다. 그 결과, 桃枝 ethylacetate와 butanol 분획물에서

높은 소거능이 관찰되었으므로, 桃枝가 superoxide radical에 의

한 산화적 손상을 방어하는데 유용할 것으로 판단된다. 활성산소

종에 대한 桃枝 분획물의 소거능을 보다 심도있게 규명하기 위

하여 hydroxyl radical에 대한 작용을 검토하였다. 일반적으로

hydroxyl radical은 그 자체가 반응성이 가장 높은 자유기로 알

려져 있으며, peroxy radical의 생성을 야기할 수 있으므로 세포

막의 산화적 손상, 즉 지질과산화 반응을 유도하는 과정에 결정

적인 역할을 한다고 보고된 바 있다20,21). 桃枝 분획물의 hydroxyl

radical에 대한 소거능을 규명하기 위하여 본 연구에서는

hydrogen peroxide와 FeSO4로 구성된 Fenton 반응 시스템을 이

용하여 hydroxyl radical의 생성을 유도하였다. 그 결과, 桃枝

ethylacetate 분획물에서 가장 강한 소거능이 나타났으며, 그 다

음으로 butanol 분획물과 메탄올 추출물이 거의 유사한 소거활

성을 보였다. 이 결과에서 桃枝는 자유기 중에서도 가장 반응성

이 강한 hydroxyl radical을 소거함으로써 산화적 손상을 억제

할 수 있을 것으로 판단된다. 이상의 결과에서 桃枝 분획물은

superoxide radical 및 hydroxyl radical과 같은 활성산소종에 대

해 효과적인 소거제로 작용할 수 있음을 알 수 있었다. 이에

nitric oxide와 peroxynitrite generating system을 각각 이용하여

활성질소종에 대한 소거능을 검토함으로써 본 약물의 항산화효

능을 보다 구체적으로 확인하고자 하였다. 桃枝 분획물의 nitric

oxide 소거능을 규명하기 위하여 본 연구에서는 SIN-1을 이용하

여 nitric oxide의 생성을 유도하였고, nitric oxide와 DAF-2를 반

응시킴으로써 생성된 triazolofluorescein의 형광강도를 측정하였

다. 그 결과, 양성대조군인 caffeic acid와 ascorbic acid에 비하여

약간 낮은 활성을 나타내었으나, 桃枝 분획물 중에서는

ethylacetate와 butanol 분획물에서 비교적 강한 소거능을 보였

다. 한편 활성질소종인 peroxynitrite는 생체에서 superoxide

radical과 nitric oxide의 반응에 의해 생성된다고 알려져 있으며

superoxide나 hydrogen peroxide와 같은 활성산소종에 비해서

훨씬 높은 반응성을 지니고 있을 뿐만 아니라, 생체내에는 이에

대한 방어기구가 결여되어 있으므로 산화적 손상을 초래하는 강

력한 인자로 작용할 수 있다. 한편 peroxynitrite와 관련한 연구

보고에 의하면 생체내 혈관내피세포에서 superoxide radical과

nitric oxide, 둘 다 생성될 수 있으므로, 이들의 상호작용에 의하

여 혈관벽내에 peroxynitrite가 생성되는 것으로 알려져 있다22).

또한 이 과정에서 생성된 peroxynitrite에 의해 산화적 변형을 일
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가 형성되는데, 이러한 일련의 산화적 반응은 동맥경화의 진행과

전개에 결정적인 인자로 작용한다
23)

. 본 연구에서는

peroxynitrite에 의해 산화된 DHR 123의 정도를 측정함으로써

桃枝 추출물 및 분획물의 peroxynitrite에 대한 소거능을 검토하

였다. 그 결과, peroxynitrite 소거제로 알려져있는 penicillamine

보다는 약간 낮은 활성을 보였으나, 桃枝 분획물 중에서

ethylacetate에서 가장 강한 소거능을 보였고, 그 다음으로

butanol 분획물 순이었다.

이상의 실험결과에서 桃枝 용매별 분획물 중, ethylacetate와

butanol 분획물에서 활성산소종 및 활성질소종에 대한 현저한

소거능이 있었으므로, 이 2종의 분획물이 LDL의 산화적 변형을

차단하는데 유용할 것으로 판단되어, 구리이온(copper) 및

AAPH (peroxy radical generator) 에 의해 유도된 human LDL

의 산화적 변형에 대한 억제효과를 검토하였다. 그 결과, 구리이

온으로 유도된 LDL의 산화적 변형에 대한 억제효과는 桃枝

ethylacetate 분획물이 가장 높게 나타났으며, 이어서 양성대조물

질인 caffeic acid, 그 다음으로 butanol 분획물 순이었다. 한편 자

유기 생성을 유도하는 AAPH를 이용한 실험에서는 구리이온을

이용한 산화 시스템에 비하여 저조한 억제능을 보였다. 이 결과

를 보다 심도있게 확인하기 위하여 REM assay를 이용하여 구리

이온으로 LDL의 산화반응을 유도한 다음, 전기영동을 통해 검토

하였다. 이 결과에서도 桃枝 ethylacetate 분획물은 butanol 분획

물에 비해 보다 강한 항산화능을 보였으며, 양성대조물질인

ascorbic acid 및 BHT 등과 유사한 수준의 산화적 변형 억제활성

을 나타내었다.

이상의 결과에서 桃枝 분획물, 특히 ethylacetate와 butanol

분획물이 현저한 항산화능을 보였으므로 각각의 분획물을 대상

으로 페놀성 화합물의 함량을 비교 검토하였다. 이 결과에서도

ethylacetate와 butanol 분획물에서 페놀성 화합물의 함량이 높게

나타났다. 이상의 결과를 종합하면 桃枝 ethylacetate 및 butanol

분획물은 활성질소종 및 활성산소종에 대한 강한 소거제로 작용

함과 동시에 금속이온으로 발생되는 LDL의 산화적 변형을 차단

함으로써 향후 생체의 산화적 손상, 특히 동맥경화의 악성진행을

억제함에 유용할 것으로 판단된다. 따라서 향후 桃枝

ethylacetate 및 butanol 분획물에 대한 성분 분석 및 동맥경화

모델을 이용한 보다 다각적인 연구가 필요할 것으로 판단된다.

결 론

본 연구는 桃枝 메탄올 추출물과 용매별 분획물의 항산화효

능을 비교 검토하기 위하여 자유기에 대한 수소 공여능, 활성산

소종 및 활성질소종에 대한 소거능, 인체 저밀도 지단백의 산화

에 대한 억제효능과 더불어 각각의 분획물이 함유하는 페놀성

화합물의 함량을 살펴보았다. 그 결과, 桃枝 ethylacetate 분획물

에서 가장 현저한 항산화능이 나타났고, 그 다음으로 butanol 분

획물이었다. 페놀성 화합물의 함량 또한 위와 동일한 양상을 보

였다. 특히 桃枝 ethylacetate 및 butanol 분획물은 인체 저밀도

지단백의 산화적 변형을 효과적으로 방어하였으므로, 본 약물의

동맥경화 억제효능에 대해 보다 구체적인 연구가 필요할 것으로

판단된다.
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