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This study was performed to evaluate the cytotoxicity induced by ischemia-like condition (ILC) in cultured neuroglial 
cells (C6 glioma cells). The protective effect of kaempferol (KAE), flavonoid against the cytotoxicity induced by ILC 

induction was assessed. In addition, antioxidative effects of KAE were done by colorimetric assays. Cell viability and the 
antioxidative effects such as DPPH-radical scavenging activity, superoxide dismutase (SOD)-like activity and inhibitory 
activity of lipid peroxidation (LP) were analyzed. ILC induction decreased cell viability in a dose-dependent manner, 
and the XTT90 value (low cytotoxicity value) and XTT50 value (high cytotoxicity value) were determined during ILC 
induction for 15 and 40 minutes, respectively. The butylated hydroxytoluene (BHT) antioxidant significantly increased 
cell viability damaged by the ILC-induced cytotoxicity. In the protective effect of KAE on ILC-induced cytotoxicity, KAE 

protected the ILC-induced cytotoxicity by the significant increase of cell viability, and also it showed DPPH-radical 
scavenging ability, SOD-like ability and inhibitory ability of LP. From these results, it is suggested that ILC induction 
showed cytotoxicity in these cultures and the oxidative stress is involved in the ILC-induced cytotoxicity. While, KAE 
prevented ILC-induced cytotoxicity by antioxidative effects. In conclusion, natural products like KAE may be a putative 
therapeutic agent for the treatment of disease associated with oxidative stress such as ischemia. 
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서  론 

 

허혈(ischemia)은 혈관의 폐색이나 협착에 의한 일시적

인 혈액공급의 부족을 의미하는데, 뇌허혈은 뇌혈관의 출

혈과 함께 뇌졸중(stroke)의 중요한 요인의 하나로 작용한

다(Lee and Kim, 2006). 뇌조직에서 혈관이상에 의한 허혈

은 뇌세포를 산소결핍상태로 만들며 이 상태가 오랫동안 

지속되면 결국 뇌세포는 사멸된다(Lee et al., 2005). 뇌 구

성 세포 중 신경교세포는 신경세포에 영양공급, 재생 및 

정화기능을 가지고 있으며, 허혈과 같은 변병 시 회복을 

위한 항상성 역할을 수행한다. 따라서 신경교세포가 손상

되면 뇌세포의 사멸이 더욱 촉진된다(Endoh et al., 1994). 

허혈 유발과 관련이 깊은 뇌혈관 질환의 가장 대표적인 병

인의 하나인 죽상경화증(atherosclerosis)은 내피손상을 비롯

하여 지질침착의 증가, 결합조직성분의 합성 증가와 같은 

병리적 증상을 나타낸다고 알려져 있다(Jialal and Devaraj, 

1996). 또한 죽상경화증이 노출된 동맥내막은 혈소판의 유

착과 응집현상이 반복되면서 혈전이 더욱 빠르게 진행되

고(Hamsten et al., 1994), 진행과정 중에 thromboxane A2와 
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같은 혈관활성물질이 생성 분비되면서 혈소판의 응집이 

더욱 가속화된다(Schwartz et al., 1990). 그러나 정상 시에

는 위의 반응과 함께 arachidonic acid가 산화되어 prosta- 

glandin으로 변환되는 대사과정 중에 생성된 물질들이 혈

관수축의 주요한 요인으로 작용하여 혈관을 수축시킨다

(Luscher et al., 1991). 이와는 반대로 혈관내피에서는 arach- 

idonic acid가 prostacyclin (PGI2)으로 전환되는 대사작용이 

일어나면서 혈관확장작용을 일으키게 된다(Sellke et al., 

1990). 이와 같이 혈관의 이완과 수축이 상호협력하여 혈

소판 침착을 방지하는 동시에, 혈관손상에 따른 국소출혈

을 억제한다고 알려져 있다. 허혈 유발에 직접적으로 영

향을 미치는 혈관수축과 확장에는 cyclooxygenase가 관여

하며, 필요 시 이 과정을 조절하는 약물 중 하나인 aspirin

이 대표적인 항혈소판제제로 사용되고 있다(Verbeuren et 

al., 1986). 

허혈에 의한 뇌졸중 유발 시 뇌관류(cerebral perfusion)가 

역치 이하로 떨어지면서 ATP 감소 및 lactate의 증가와 같

은 생화학적 변화 및 염증 유발의 위험성이 증가되는데

(Stanimirovic and Satoh, 2000), 이 경우 허혈성 병변의 중심 

부위에서는 경색(infarction)이 일어나는 반면, 주변부는 아

직 소생의 기회가 남아 있는 일시적 허혈상태로 빠진다. 

따라서 이 같은 상태를 조기 발견하여 치료하는 것은 뇌

졸중 치료에 주된 치료적 방법의 하나이다(Lee et al., 2006). 

위와 같은 원인현상에 의하여 유발된 허혈상태에서는 

자유라디칼(free radical)이 많이 발생되고, 이로 인해 뇌세

포는 산화적 손상(oxidative stress)에 의하여 퇴화 내지는 

사멸에 이르게 된다(Pellegrini-Giampietro et al., 1990). 따라

서, 허혈 발병 시 과도하게 생성된 자유라디칼을 제거함

으로써 병변의 진행과 가속화를 늦출 수 있기 때문에 허

혈 시에는 혈관의 협착이나 폐쇄 또는 출혈 부위를 치료

하는 한편, 자유라디칼의 영향을 제거하여 치료적 효과를 

높이고 있다(Jung, 2009). 자유라디칼은 세포로부터 흥분성 

아미노산의 분비는 물론 Ca2+과 밀접한 관련이 있는 N-

methyl-D-aspartate (NMDA) 수용체의 과활성, 세포 지질막

의 과산화 및 질소라디칼과의 반응에 의한 peroxynitrite라

는 독성물질의 생성과 같은 세포퇴화 현상을 유발한다고 

알려져 있다(Lee et al., 2005). 

최근, 천연물의 성분 중에 자유라디칼을 제거하는 항산

화 물질을 비롯하여 항균이나 항암, 항독에 유효한 생리

활성물질이 다량 함유되어 있음이 밝혀지고 있다. 예를 들

어 flavonoid와 같은 페놀화합물(phenolic compound)을 비

롯하여 carotenoids와 같은 isoprenoid 및 sphingolipid와 같

은 배당체 등 많은 성분들이 추출 정제되어 있다(Li et al., 

2007). 특히 flavonoid 계통이 속하는 페놀화합물은 isopre- 

noid와 함께 식물에서 가장 많이 분포된 성분 중의 하나

로 알려져 있다(Wang et al., 2006). 

Kaempferol (KAE)은 과일이나 채소를 비롯하여 연꽃과 

같은 여러 식물들로부터 분리되는 flavonoid 계통의 성분 

중 하나로 3개의 링(ring)으로 구성된 분자구조를 형성하

고 있다(Fig. 1). 이들의 각 링에는 1개 또는 그 이상의 수

산기(-OH)를 가지고 있어 다른 성분과의 결합력이 강함으

로써 강력한 항산화능을 비롯하여 항암이나 항염작용이 

뛰어나다고 알려져 있다(Gates et al., 2007). 그럼에도 불구

하고 아직까지 KAE에 대한 항산화에 대한 연구는 많이 

되어 있지 않으며, 더욱이 배양세포를 대상으로 한 연구

는 찾아보기 어렵다(Kim et al., 2010). 배양세포는 생체세포

처럼 화학적 특성과 형태가 같고 상호 동질적이며 숫자적

으로 많아 여러 번의 번복 실험이 가능하여 재현성이 뛰

어나다는 이점이 있다. 더욱이 동물의 희생 없이도 실험

재료의 확보가 가능하다는 장점이 있다(Kim and Jekal, 

2016). 따라서 본 연구는 허혈에 유효한 천연소재의 탐색

을 위한 일환으로 실험적으로 허혈을 유도한 배양 신경교

세포의 일종인 C6 glioma 세포를 재료로 허혈에 대한 세

포독성을 분석하고 이와 동시에 이에 대한 KAE의 영향

을 항산화 측면에서 조사하였다. 

 

재료 및 방법 

세포주 

본 실험에 사용한 신경교세포인 C6 glioma 세포주는 

American Type Culture Collection (ATCC)에서 분양 받아 

사용하였다. 
  

Fig. 1. The structure of Kaempferol (KAE) 
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약제 제조 

본 실험에 사용한 시약으로 KAE을 비롯한 trypsin, pyro- 

gallol, butylated hydroxytoluene (BHT), isopropanol, ferrous 

chloride, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), hydrogen 

chloride (HCl), vitamin E, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 

phosphate-buffered saline (PBS), dimethylsulfoxide (DMSO), 

linoleic acid, ammonium thiocyanate, 및 2,3-bis-(2-methoxy-

4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetra-zolium-5-carboxanilide (XTT)

는 Sigma사(St. Louis. MO, U.S.A.)에서 구입하였다. 또한, 

Hanker's balanced salt solution (HBSS)과 fetal bovine serum 

(FBS) 및 minimum essential medium (MEM)은 Gibco사

(Grand Island, NY, U.S.A.)에서 구입하였다. KAE의 제조는 

FBS가 없는 MEM을 사용하여 각각 50 μM, 100 μM, 250 

μM 및 500 μM의 저장액을 만들어 희석하여 사용하였다. 

XTT는 PBS를 이용하여 50 μg/ml의 저장액을 만든 후 냉

암소에 보관한 다음 필요한 양을 직접 배양액에 첨가하여 

사용하였다. 

세포 배양 

신경교세포(C6 glioma cell)의 배양은 Oh et al. (2012)의 방

법에 따라 배양용기에 부착된 세포를 0.025% trypsin을 사

용하여 분리하였다. 분리된 세포들은 원침 후 10% FBS가 

함유된 MEM 배양액에 넣고 1 × 105 cells/well이 되도록 

조절한 후 96-well 배양용기에 배분하였다. 배분된 세포들

은 36℃, 5% CO2로 조절된 항온기 내에서 72시간 동안 배

양하였다. 

허혈 유도(ischemia-like condition, ILC) 

배양중인 C6 glioma 세포를 HBSS로 3회 세척한 후 N2

와 CO2가 혼합 조절된 정온기에서 각각 15~40분 동안 

배양한 후 세포생존율에 의해 XTT90 값과 XTT50 값을 측

정하였다. 또한, 약제의 항산화능에 대한 분석은 ILC 유도 

과정에서 측정된 XTT50 값의 노출에서 행하였다. 

BHT의 항산화능 측정 

BHT의 항산화능을 조사하기 위하여 자유라디칼의 일종

인 30 μM H2O2를 배양세포를 처리하기 2시간 전에 BHT

가 20~60 μM 농도로 각각 포함된 배양액에서 세포를 처

리한 후 세포생존율을 대조군과 비교 조사하였다. 

ILC 유도에 대한 항산화제의 영향 

ILC 유도에 대한 BHT의 영향을 조사하기 위하여 배양 

중인 C6 glioma 세포에 ILC 유도 2시간 전에 BHT가 40~ 

60 μM 농도로 각각 포함된 배양액에서 세포를 처리한 후 

세포생존율을 ILC 유도군과 비교 조사하였다. 

ILC에 대한 KAE의 영향 

ILC를 배양세포에 유도하기 2시간 전에 KAE가 180 μM

과 200 μM로 각각 포함된 배양액에서 세포를 배양한 다

음 세포생존율에 의하여 대조군과 비교 조사하였다. 

DPPH-라디칼 소거 활성(DPPH-radical scavenging 

activity) 측정 

DPPH-라디칼 소거 활성의 측정은 Blois (1958)의 방법

에 따라, 메탄올시료에 0.3 mM DPPH 메탄올용액 100 μL

를 첨가하여 실온에서 30분간 처리하였다. 처리 완료 후 

ELISA reader (Spectra max 250, Molecular Devices, Sunnyvale, 

U.S.A.)로 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 라디칼 소거 

활성은 시료첨가군과 시료무첨가군간의 차이를 시료무첨

가군에 의한 백분율로 나타냈다. 또한 BHT의 활성을 양

성대조군으로 사용하였다. 

Superoxide dismutase (SOD)-유사 활성 측정 

SOD-유사 활성은 Marklund & Marklund (1974)의 방법

에 따라 행하였다. 즉, 시료에 Tris-HCl buffer와 10 mM 

pyrogallol을 가하고 25℃에서 10분 동안 처리하였다. 처리 

완료 후 1 N HCl로 반응시킨 다음 ELISA reader (Spectra 

max 250, Molecular Devices, Sunnyvale, U.S.A.)로 420 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 유사 활성의 측정은 시료첨가군

과 무첨가군의 차이에 의한 백분율로 표시하였다. 또한 

BHT의 활성을 양성대조군으로 사용하였다. 

지질과산화(lipid peroxidation, LP) 활성 측정 

LP 활성 측정은 Kikuzaki & Nakatani (1993)의 방법에 따

라, 2.52% linoleic acid와 0.05 M PBS (pH 7.0) 용액 12.1 ml

에 에탄올과 시료 3.9 ml 혼합액을 첨가한 후 24시간 동

안 40℃에서 배양하였다. 배양 완료 후 에탄올과 30% 

ammonium thiocyanate와 0.02 M ferrous chloride를 0.1 ml를 

넣은 후 실온에서 3분 동안 반응시켰다. 반응 후 ELISA 

reader (Spectra max 250, Molecular Devices, Sunnyvale, U.S.A.)

로 500 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
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통계 처리 

실험 결과는 SPSS/WIN 18.0을 이용하여 군간의 차이

를 비교하기 위하여 ANOVA를 시행하였고 사후 분석은 

Tukey's HSD로 하였다. 모든 통계의 유의수준은 P-value가 

0.05 미만의 경우를 유의한 것으로 채택하였다. 

 

결  과 

ILC 유도에 대한 세포독성 측정 

ILC 유도에 대한 XTT90 값과 XTT50 값의 측정을 위하

여 배양세포를 15~40분 동안 각각 ILC에 노출을 유도한 

결과, 15분간 노출의 경우 세포생존율이 대조군인 100% 

(0.54±0.06)에 비하여 90.7% (0.49±0.03)로 나타났으며 20

분간 노출의 경우 72.2% (0.39±0.02)로 나타났다. 또한, 

25분간 노출의 경우 세포생존율은 68.5% (0.37±0.02)로 나

타났다. 한편, 배양세포를 30분 동안 ILC에 노출한 결과 

세포생존율이 64.8% (0.35±0.03)로 나타났으며, 35분 동안 

노출에서는 57.4% (0.31±0.02)로 나타났다. 또한, 40분 동안 

노출에 있어서 세포생존율은 50.4% (0.27±0.01)로 나타났

다. 위의 결과에서 15~40분 동안 배양세포를 ILC에 노출

한 결과 저독성(low cytotoxicity) 값인 XTT90 값은 15분 노

출에서 나타난데 비하여 고독성(high cytotoxicity) 값인 

XTT50 값은 40분 노출에서 나타났다(P<0.001) (Table 1). 

ILC 유도를 위한 노출 시간에 따른 사후분석 결과 대조군

과 15분 노출은 통계적으로 차이가 없었다. 20분, 25분, 

30분 노출 시에도 통계적으로 차이가 없었으나 대조군과 

15분 노출보다 세포생존율이 유의하게 감소되었음을 알  

수 있었다. 또한 30분과 35분에서 통계적으로 차이가 없

으나 대조군, 15~25분 노출과는 통계적으로 유의한 차이

를 보였다. 또한 35분과 40분 노출에서도 통계적으로 유

의한 차이가 없으나, 40분 노출이 대조군, 15~30분 노출과

는 통계적으로 유의한 차이를 보이는 것을 알 수 있었다. 

BHT의 항산화능 측정 

BHT를 양성대조군으로 사용하기 위하여 BHT의 항산

화능을 조사한 결과, 30 μM의 H2O2만을 처리한 경우 대조

군에 비하여 세포생존율이 37.0% (0.10±0.02)로 나타난 반

면, 20 μM과 40 μM의 BHT의 처리에서는 각각 63.0% (17

±0.01)와 81.5% (0.22±0.03)로 나타났다. 또한, 60 μM 농

도의 BHT의 처리에서는 88.9% (0.24±0.04)로 나타나 통

계적으로 유의한 차이가 나타났다(P<0.001) (Table 2). BHT

의 농도별 항산화능에 대한 사후분석 결과 대조군과 60 

μM BHT는 통계적으로 차이가 없이 세포생존율이 가장 

높았으며, 40 μM과 60 μM도 통계적으로 차이가 없이 그 

다음으로 세포생존율이 높았다. 그러나 대조군과 40 μM 

BHT는 통계적으로 유의한 차이가 있었다. 이어서 20 μM 

BHT, 30 μM H2O2 순으로 세포생존율이 통계적으로 유의

하게 감소하는 것을 알 수 있었다. 따라서, BHT의 농도가 

높을수록 H2O2에 대한 항산화능이 증가함을 알 수 있었다. 

ILC 유도에 대한 항산화제의 영향 

ILC 유도에 대한 항산화제의 영향을 알아본 결과, ILC 

유도의 경우 세포생존율이 대조군에 비하여 38.5% (0.05±

0.02)로 나타난 것에 비하여 40 μM과 60 μM의 BHT의 처

리에서는 각각 69.2% (0.09±0.02)와 84.6% (0.11±0.03)로 

Table 2. The antioxidative activity of butylated hydroxytoluene 
(BHT) on the hydrogen peroxide (H2O2) in cultured C6 glioma 
cells 

 
Concentrations 
of BHT (μM) 

XTT assay (450 nm) 
F P 

Mean ± SD 

Control 0.27±0.02 

52.27 .000 

30 H2O2 0.10±0.02 

20 0.17±0.01 

40 0.22±0.03 

60 0.24±0.04 

Cultured C6 glioma cells were pretreated with 20 μM, 40 μM and 
60 μM of BHT for 2 hours. The data indicate the mean ± SD for 
triplicate experiments. Significantly different from H2O2-treated 
group. 

Table 1. The cytotoxicity of cultured C6 glioma cells exposed by 
ischemia-like condition (ILC) by XTT assay 

 
Incubation time 
of ILC (min) 

XTT assay (450 nm) 
F P 

Mean ± SD 

Control 0.54±0.06 

68.23 .000 

15 (XTT90) 0.49±0.03 

20 0.39±0.02 

25 0.37±0.02 

30 0.35±0.03 

35 0.31±0.02 

40 (XTT50) 0.27±0.01 

Cultured C6 glioma cells were exposed to ILC for 15~40 min., 
respectively. The data indicate the mean ± SD for triplicate experi-
ments. Significantly different from the control. 



- 343 - 

나타나 모두 ILC 유도에 비하여 유의한 증가를 보였다

(P<0.001) (Table 3). ILC 유도에 대한 BHT 농도에 따른 

사후검정 결과 대조군과 60 μM BHT는 통계적으로 차이가 

없이 세포생존율이 가장 높았으며, 40 μM BHT는 60 μM과 

통계적으로 차이는 없었으나 대조군과는 통계적 차이를 

보였다. 그리고 ILC 유도가 세포생존율이 통계적으로 가

장 낮은 것을 확인하였다. 

ILC 유도에 대한 KAE의 영향 

KAE가 ILC 유도에 미치는 영향을 조사한 결과, ILC 유

도만의 처리에서는 세포생존율이 대조군에 비하여 35.1% 

(0.13±0.01)로 나타난데 비하여 180 μM KAE의 처리에서

는 62.2% (0.23±0.02)로 나타났다. 또한 200 μM 처리에서

는 75.7% (0.28±0.03)로 나타나 모두 ILC 유도 처리에 비

하여 매우 유의한 증가를 보였다(P<0.001) (Table 4). KAE

가 ILC 유도에 미치는 영향에 대한 사후검정 결과 대조

군, ILC 유도군, 180 μM KAE, 200 μM KAE 순으로 세포생

존율이 높은 것을 알 수 있었다. 

DPPH-라디칼 소거 활성 측정 

DPPH-라디칼 소거 활성 측정 결과 180 μM KAE 농도 

처리에서는 대조군에 비하여 활성이 69.4% (1.20±0.09)로 

나타났으며, 200 μM의 처리에서는 53.9% (0.93±0.14)로 나

타났다(Table 5). 따라서, 180 μM과 200 μM에서 소거능은 

각각 30.6%와 46.1%로 나타나 모두 대조군에 비하여 통

계적으로 유의한 DPPH-라디칼 소거능을 보였다(P<0.001). 

특히, 200 μM KAE의 DPPH-라디칼 소거능은 82.7% (0.30

±0.04)의 DPPH-라디칼 소거능을 보인 60 μM BHT의 50% 

이상인 것으로 나타났다(Fig. 2). 사후검정 결과 60 μM 

BHT, 200 μM KAE, 180 μM KAE, 대조군 순으로 DPPH-라 

Table 4. The protective effect of kaempferol (KAE) on ischemia-
like condition (ILC)-induced cytotoxicity in cultured C6 glioma 
cells 

 
Concentrations 
of KAE (μM) 

XTT assay (450 nm) 
F P 

Mean ± SD 

Control 0.37±0.03 

139.50 .000 
ILC 0.13±0.01 

180 0.23±0.02 

200 0.28±0.03 

Cultured C6 glioma cells were pretreated with 180 μM and 200 
μM of KAE for 2 hours. The data indicate the mean ± SD for 
triplicate experiments. Significantly different from the ILC-treated
group. 

Table 3. The effect of butylated hydroxytoluene (BHT) on the 
cytotoxicity induced by ischemia like condition (ILC) in cultured
C6 glioma cells 

 
Concentrations 
of BHT (μM) 

XTT assay (450 nm) 
F P 

Mean ± SD 

Control 0.13±0.02 

18.92 .000 
ILC 0.05±0.02 

40 0.09±0.02 

60 0.11±0.03 

Cultured C6 glioma cells were pretreated with 40 μM and 60 μM 
of BHT for 2 hours. The data indicate the mean ± SD for triplicate
experiments. Significantly different from ILC-treated group. 

Table 5. The DPPH-radical scavenging activity of kaempferol 
(KAE) determined at a wavelength of 517 nm 

 
Concentrations 
of KAE (μM) 

DPPH-radical scavenging 
activity (517 nm) F P 

Mean ± SD 

Control 1.73±0.24 

129.74 .000 
60 BHT 0.30±0.04 

180 1.20±0.09 

200 0.93±0.14 

The data indicate the mean ± SD for triplicate experiments. Signifi-
cantly different from the control. BHT was used as positive control. 

Fig. 2. DPPH-radical scavenging ability of KAE at concentrations 
of 180 μM and 200 μM, respectively. The data indicate the mean
± SD for triplicate experiments. Significantly different from the 
control. BHT was used as positive control. 
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디칼 소거능이 높은 것으로 나타났다. 

SOD-유사 활성 측정 

KAE에 대한 SOD-유사 활성 측정을 위하여 180 μM과 

200 μM 농도의 KAE를 각각 분석한 결과 180 μM의 처리

에서는 대조군에 비하여 유사 활성이 104.5% (0.23±0.03)

로 나타났다. 이에 비하여 200 μM의 처리에서는 118.2% 

(0.26±0.03)로 나타났다(Table 6). 따라서, SOD-유사 활성능

은 180 μM과 200 μM에서 각각 4.5%와 18.2%로 나타나 

대조군에 비하여 모두 유의한 유사 활성능을 나타냈다

(P<0.001). 특히, 200 μM에서의 유사 활성능은 양성대조군

인 60 μM BHT 활성능 값인 68.2% (0.37±0.03)에 대한 

26.7%인 것으로 나타났다(Fig. 3). 사후검정 결과 대조군

과 180 μM KAE는 통계적으로 유의한 차이가 없었으며, 

180 μM KAE와 200 μM KAE간에도 통계적으로 유의한 

차이가 없었으나, 대조군과 200 μM KAE는 통계적으로 유

의한 차이가 나타났다. 

지질과산화(LP) 활성 측정 

KAE가 LP에 미치는 영향을 조사하기 위하여 180 μM

과 200 μM의 KAE를 처리한 결과 180 μM KAE에서 LP 

활성이 대조군에 비하여 56.8% (0.25±0.01)로 나타난데 비

하여, 200 μM KAE 처리에서는 36.4% (0.16±0.02)의 LP 활

성을 보였다(Table 7). 따라서, LP 억제능은 180 μM과 200 

μM에서 각각 43.2%와 63.6%로 나타나 이는 모두 대조군

에 유의한 LP 억제능을 보였으며(P<0.001), 특히, 200 μM 

KAE는 84.1%의 LP 억제능을 보인 양성대조군인 60 μM 

BHT의 75.0% 이상으로 나타났다(Fig. 4). 사후검정 결과 

Table 7. The lipid peroxidation (LP) of kaempferol (KAE) deter-
mined at a wavelength of 500 nm 

 
Concentrations 
of KAE (μM) 

Lipid peroxidation 
(500 nm) F P 

Mean ± SD 

Control 0.44±0.03 

197.74 .000 
60 BHT 0.07±0.02 

180 0.25±0.01 

200 0.16±0.02 

The data indicate the mean ± SD for triplicate experiments. Signifi-
cantly different from the control. 

Table 6. The superoxide dismutase (SOD)-like activity of kaem-
pferol (KAE) determined at a wavelength of 420 nm 

 
Concentrations 
of KAE (μM) 

SOD-like activity 
(420 nm) F P 

Mean ± SD 

Control 0.22±0.03 

51.71 .000 
60 BHT 0.37±0.03 

180 0.23±0.03 

200 0.26±0.03 

The data indicate the mean ± SD for triplicate experiments. Signifi-
cantly different from the control. BHT was used as positive control. 

Fig. 3. The SOD-like ability of KAE at concentrations of 180 μM 
and 200 μM, respectively. The data indicate the mean ± SD for 
triplicate experiments. Significantly different from the control. BHT
was used as positive control. 

Fig. 4. The inhibitory activity of LP in KAE at concentrations of 
180 μM and 200 μM, respectively. The data indicate the mean ±
SD for triplicate experiments. Significantly different from the con- 
trol. BHT was used as positive control. 
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60 μM BHT, 200 μM KAE, 180 μM KAE, 대조군 순으로 

LP 억제능이 높게 나타났다. 

 

고  찰 

 

허혈 시 뇌조직에서는 혈관이 일시 좁아져 뇌세포에 저

산소증과 영양공급의 부족을 유발하므로 세포의 손상 내

지는 사멸을 초래하게 된다(Lee et al., 2005). 뇌허혈 시 신

경교세포가 제일 먼저 활성화되어 병적상태에 반응을 보

이는 것은 뇌의 환경 변화에 대한 항상성을 회복하려는 

첫 번째 반응세포이기 때문이다(Endoh et al., 1994). 따라서, 

본 연구에서는 신경교세포인 C6 glioma 세포를 배양한 후 

15~40분 동안 각각 실험적으로 ILC 유도를 시행하여 이

에 대한 영향을 조사하였다. 배양세포를 ILC 유도에 노출

한 결과 처리 시간에 의존적으로 대조군에 비하여 세포생

존율을 점차 감소시켰으며 이 과정에서 ILC 유도 15분과 

40분 노출에서 각각 저독성(low cytotoxicity) 값인 XTT90 

값과 고독성(high cytotoxicity) 값인 XTT50 값이 나타났다. 

XTT90과 XTT50은 대조군에 비하여 살아 있는 세포 수 대

신 세포 활성이 각각 대조군의 90과 50이 되는 값을 의미

한다(Kim et al., 2010). 본 연구 결과는 ILC 유도가 세포독

성을 가지고 있다는 것을 말해주고 있으며 이는 ILC 유

도가 태어난 지 3일된 신생생쥐 신경세포에 독성을 나타

냈다는 연구 보고와도 일치하였다(Jung, 2009). 허혈 시 저

산소에 의하여 세포괴사가 유발되면 과량의 자유라디칼

이 생성되어 산화적 손상이 발생되는데, 이 결과 세포손

상에 의해 세포생존율의 감소가 초래되었을 것으로 판단

된다(Pellegrini-Giampietro et al., 1990). 따라서, 본 연구에서

는 허혈과 산화적 손상과의 관련성을 조사하기 위하여 먼

저 항산화제의 일종인 BHT의 항산화능을 자유라디칼의 

일종인 H2O2를 비교군으로 조사하였다. 그 결과 BHT는 

처리 농도에 비례하여 H2O2만의 처리에 비하여 세포생존

율을 유의하게 증가시켜 높은 항산화능을 나타냈다. BHT

는 vitamin E와 같이 hydroxyl radical (OH-)을 비롯한 H2O2 

및 superoxide (O-
2)와 같은 자유라디칼의 제거능을 가지고 

있는 항산화제의 일종으로 알려져 있다(Kim and Jekal, 

2016). 한편, 허혈 시에는 nuclear factor-kappa B (NF-κB)와 

같은 핵전사인자의 활성과 더불어 이로 인한 활성산소

(reactive oxygen species, ROS)의 폭주, interleukin (IL)-1이나 

tumor necrosis factor (TNF)-α와 같은 사이토카인의 분비 

등으로 인하여 병변을 더욱 가속화 시킨다(Gracia-Lopez et 

al., 2007). 따라서, 본 연구에서는 ILC 유도와 산화적 손상

간의 관련성을 조사하기 위하여 ILC 유도에 대한 BHT의 

영향을 조사하였다. 그 결과 BHT의 처리군이 ILC 유도군

에 비하여 유의한 세포생존율의 증가를 보임으로서 방어

효과가 있는 것으로 나타났다. 이 같은 결과는 ILC 유도

에 산화적 손상이 관여하고 있음을 제시하고 있으며, 이

는 이 허혈에 자유라디칼이 관여하고 있다고 보고한 연구 

결과와 일치하였다(Pellegrini-Giampietro et al., 1990). 한편, 

KAE는 페놀화합물의 일종으로 flavon을 비롯한 flavanol 

및 isoflavon과 같은 flavonoid 계통의 성분으로서 강한 항

산화능을 가지고 있다(Leung et al., 2007). 본 연구에서는 

ILC 유도에 대한 KAE의 영향을 조사한 결과 KAE, 180 

μM과 200 μM의 처리에서 모두 ILC 유도만의 처리에 비

하여 유의한 세포생존율의 증가를 보였다. 본 연구 결과

는 KAE가 ILC 유도로부터 세포손상을 방어한 것으로서 

메틸수은의 라디칼에 의한 산화적 손상으로부터 KAE가 

세포독성을 방어하였다는 연구 보고와도 일치하였다(Kim 

et al., 2010). 이 같은 결과는 ILC 유도에 의해 유발된 산

화적 손상을 KAE가 방어한 결과로 KAE의 항산화능을 

제시하고 있다(El-Sayed et al., 2001). KAE의 항산화능은 페

놀화합물의 일종인 polyphenol과 같이 라디칼 제거능이 강

한 flavonoid 계통의 성분 활성에 의한 것으로 생각된다(Li 

et al., 2007). 따라서 본 연구에서는 KAE의 항산화능을 알

아보기 위하여 DPPH-라디칼 소거능을 비롯하여 SOD-유

사 활성능 및 LP 억제능을 조사하였다. DPPH-라디칼 소

거능에 있어서 KAE는 180 μM과 200 μM에서 모두 대조

군에 비하여 유의한 라디칼 소거능을 보였다. 본 실험 결

과는 KAE가 라디칼을 제거하는 항산화능이 있음을 말해 

주고 있으며, 이 같은 항산화 효과는 위에서와 같이 KAE

가 페놀화합물 계통에 속하는 flavonoid 계통의 성분에 의

한 것으로 생각된다(Ma et al., 2003). 페놀화합물은 분자구

조에 수산기(-OH)를 가지고 있어 이로 인한 결합력이 매

우 뛰어나기 때문에 항산화 및 항염, 항독 등에 유효한 생

리 활성을 나타낸다고 알려져 있다(Krizkova et al., 2000). 

한편, KAE의 SOD-유사 활성능의 조사를 위한 180 μM과 

200 μM의 KAE 처리에서는 대조군에 비하여 모두 높은 

유사 활성능을 보였다. 본 실험 결과 KAE가 인체의 항산

화 계통에 속하는 SOD 효소처럼 자유라디칼을 제거하는 

항산화능이 있음을 말해 주고 있으며, KAE의 SOD-유사 

활성능을 보고한 연구 결과와도 일치하였다(Kim et al., 

2010). KAE의 이 같은 항산화능은 본 실험에서 행한 

DPPH-라디칼 소거능의 분석과 함께 KAE의 항산화능을 

뒷받침해주고 있다. SOD 항산화 효소는 인체의 대사과정 
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중 생성된 OH-나 O-
2와 같은 자유라디칼을 H2O2로 전환하

고 물로 변화시켜서 인체에는 아무런 영향을 미치지 않

게 한다(Linke et al., 2005). LP 억제능 조사에 대한 KAE는 

180 μM과 200 μM의 처리 농도 모두에서 대조군에 비하

여 LP 활성을 현저히 감소시킴으로써 유의한 LP 억제능

을 보였다. 본 연구 결과는 KAE에 대한 LP 억제능을 보

고한 연구 결과와 일치하였으며(Kim et al., 2010), 본 결과

는 KAE가 막의 구성을 이루고 있는 막지질의 산화를 방

지하는 항산화 작용이 있음을 제시하고 있다. 이 같은 현

상은 KAE에 함유되어 있는 flavonol을 비롯한 anthocyanin 

및 iron과 같은 항산화 효능이 높은 flavonoid 계통의 성분

들에 의해 LP 활성이 억제된 것으로 생각된다(Wang et al., 

2006). LP 활성의 측정은 lactate dehydrogenase (LDH) 활성

과 함께 막손상 정도를 측정할 수 있는 대표적인 정량 분

석 방법의 하나로 알려져 있다(Hah et al., 2005). 이상의 결

과로부터 KAE와 같은 성분은 허혈과 같이 산화적 손상과 

관련된 병변에 대한 치료제로, 항산화제 약물개발을 위해 

활용가치가 클 것으로 생각된다. 그러나 천연성분에 대한 

항산화 측면에서의 생리 활성 분석은 검정성분에 대한 생

화학적 분석은 물론, 약리나 분자 및 구조적 측면에서 보

다 자세한 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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