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요  약  이 실험에서 뇌졸중, 심혈관계 질환 등에 대해 치료 활성이 기대되는 플로레틴(phloretin) – 사과나무 잎과 개살구의 

주성분 - 에서의 쥐의 대동맥에서 ROCK(Rho연관 인산화효소) 불활성화를 통해 혈관수축을 억제한다는 기전을 확인하고자 

한다. 개체에서 분리되고 내피가 유지되거나 손상된 동맥의 고리 조각은 2개의 금속 고리로 근운동기록기(myograph) 수조

안에 현수되었고 아래쪽 고리는 수조바닥에 고정되었고 위쪽 고리는 등장력 변환기에 연결되었고 등장력 변환기의 전기적 

신호는 생리측정기에 표시되었다. 재미있게도 플로레틴은 수축약 (fluoride, phorbol ester)에 의한 혈관 수축을 억제하여 

ROCK 또는 MEK(마이토겐 활성화 단백질 키나제 키나제) 비활성화 같은 경로가 혈관이완에 관여할 수 있음을 보였다. 따라

서 phloretin은 내피가 완전한 혈관에서의 내피에 의존적인 작용 외에 추가적으로 내피에 비의존적으로 평활근에서 ROCK 

또는 MEK 활성 감소에 참여하여 결과적으로 평활근에서 액틴-미오신 상호작용을 억제하여 혈관을 이완하는 것으로 관찰되

었다. 또한 phloretin은 thromboxane A2 유도수축을 억제하고 ROCK 및 MEK 억제를 포함하는 기전있음을 주장합니다. 

주제어 : 내피, 융합, 플로레틴, 혈관수축, ROCK(Rho연관 인산화효소)  

Abstract This study tried to observe the ability to inhibit vasocontriction in phloretin - the primary 

ingredient of apple tree leaves and the Manchurian apricot – through ROCK(Rho-associdated, coiled-coil 

containing  protein kinase) inactivation in rat aortae. A piece of artery that was separated from 

Sprague-Dawley male rats and retained or damaged the endothelium was suspended in myograph tank with 

two metal rings, the lower ring fixed to the bottom of the tank, and the upper ring connected to the isotonic 

force transducer. Interestingly, phloretin inhibited fluoride- or phorbol ester-provoked contraction implying 

that additional pathways dissimilar from endothelial nitric oxide synthesis such as ROCK or MEK (mitogen 

activated protein kinase kinase) inactivation might be involved in the vasorelaxation. Therefore, this study 

provides that phloretin participates in the reduction of ROCK or MEK activity in smooth muscle in addition 

to the endothelial-dependent action of the endotheliuim in complete blood vessels, and consequently 

inhibits actin-myosin interaction in smooth muscle. Furthermore, phloretin inhibited thromboxane 

A2-induced contraction suggesting the mechanism including inhibition of ROCK and MEK. 

Key Words : Endothelium, Convergence, Phloretin, Vasoconstriction, ROCK(Rho-associdated, coiled-coil 

containing protein kinase) 
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1. 서론 

최근 한국인의 주요 사망원인 경향을 살펴보면 고혈

압과 관련이 있는 심장 질환과 뇌혈관 질환이 암 다음으

로 높은 사망률을 나타내고 있으며 고혈압성 질환에 의

한 사망률도 2008년부터 점차 증가하고 있다. 고혈압 

자체로는 증상이 없으나 지속적일 경우에 뇌, 신장, 심

장의 혈관을 손상시켜 치매, 뇌졸중, 신부전, 심부전, 뇌

혈관질환, 관상동맥질환, 말초혈관질환 및 기타 심혈관

계 질환의 위험인자로 생각되고 있다. 따라서 평상시 혈

압 관리가 중요하며 이러한 혈압 조절에 영향을 주는 인

자에 비만, 연령, 음주, 흡연, 고염식, 신체 활동, 스트레

스, 가족력 등이 포함된다고 추측된다[1]. 그리고 고혈압

과 노화, 당뇨병, 죽상경화증 등 대사성 질병에서 내피

의 손상과 기능 억제에 의해 혈압조절 기능이 약화된다. 

고혈압에 대해 칼슘 통로 차단제, 베타 차단제, 안지오

텐신 수용체 차단제 또는 이뇨제이 사용되고 있으나 보

상성 빈맥, 염분 및 수분 저류, 혈청 지질성분에 대한 악

영향 등을 초래하여 현재까지도 더 좋은 소재를 발굴하

려고 시도하고 있으며 이러한 시도와 함께 고혈압 발병 

관련 기전이 명확해지고 있다. 

플로레틴(Phloretin)은 개살구나무 Prunus 

mandshurica 등에 함유되어 있는데 그 외 성분으로

diarylheptanoids[2], flavonoids, monoterpenes, 

sesquiterpenoids와 stilbenes[3] 등이 확인되었으며 

그 중 일부인 alpinetin, dihydrochalcone (phloretin,

Fig. 1) 등에 소염, 진해 및 항산화 등의 약리작용이 있는 

것으로 알려져 있다[4]. 그리고 최근에 개살구나무 유래 

2,4,6-trihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-propiophe

none (phloretin)을 이용한 연구에서 항산화(anti- 

oxidative activity), 항미생물, 항염증(anti- inflammatory

activity) 및 항종양 등의 약리 활성이 발견되었다[5].효

능제 또는 증가된 혈관내압에 의한 혈관평활근 수축은 

칼슘과 칼모듈린(calmodulin)에 의한 미오신의 조절성 

라이트체인의 인산화를 포함하는 평활근의 생화학적 경

로에 의존하며 이들의 존재는 적출된 혈관 평활근에서 

세포내 칼슘에 대한 형광측정과 전기영동상 측정으로 

직접적으로 관찰되었다. 혈관 평활근 수축의 시작이 미

오신의 20 kDa 라이트체인 인산화의 칼슘의존적 증가

에 의해 조절된다고 생각되지만[6] 기타 경로들도 세포

내 칼슘이온의 증가와 관계없이 미오신의 20 kDa 라이

트체인 인산화를 조절하여 평활근 수축성을 조절한다고 

추측하기도 한다[7-9]. 미오신 라이트체인 인산화가 액

틴과 미오신의 상호작용 및 평활근 수축을 증가시키지

만 미오신 라이트체인 인산화와 수축의 정도는 세포내 

칼슘이온농도와 일치하지 않으며 효능제 투여에 의한 

미오신 라이트체인 인산화나 수축력의 정도는 보통 세

포내 칼슘이온 농도의 증가에 의한 것보다 높아서 칼슘

이온 감작이라고 설명된다[6]. 따라서 미오신 라이트체

인 인산화 수준과 수축 정도를 조절하는 추가기전이 제

안되었다. 즉 arachidonic acid, phosphatase inhibitor 

protein- 17, Rho A(Ras homolog family member A), 

guanine nucleotide-exchange factors (Rho GEFs), 

ROCK(Rho-associdated, coiled-coil containing  

protein kinase) 등에 의한 미오신 인산가수분해효소의 억

제[10-13] 또는 Extracellular signal regulated 

kinase/protein kinase C/mitogen activated protein 

kinase kinase (ERK/PKC/MEK/) 등이 관련되는 액틴 

섬유성 (가는 미세섬유성) 조절 등이 칼슘이온 감작에서 

중요한 경로라는 것이 밝혀졌다[14].   

따라서 본 연구의 목적은 phloretin을 사용하여 

phloretin에 의한 내피비의존성 동맥 혈관 수축 조절의

관찰과 관련 기전으로 내피에 의한 산화질소 생성 외에

칼슘이온 탈감작에 대해 RhoA/ROCK 또는 

MEK/ERK 활성 억제의 역할을 설명하는 것이다. 수축

제에 의한 혈관 수축에 가는 미세섬유성 조절과 굵은 미

세섬유성 조절이 포함되는데 수축제 fluoride와 

thromboxane A2 유사체에 의한 수축에 

RhoA/ROCK 경로 활성화가 포함되며[15,16] 반면에 

phorbol ester와 thromboxane A2 유사체에서 대개 

가는 미세섬유성 경로를 통해 자극되는 것으로 보고되

었는데[14,17] 이러한 수축제에 의한 혈관 수축에서 

phloretin에 의한 탈감작성 이완에 이런 경로가 관련되

었다는 보고가 없었다. 따라서 우리는 phloretin이 내

피가 제거되고 기능이 억제된 혈관의 이완에 어떤 역할

을 수행할 것으로 생각하였고 혈관내피도 혈관 수축성 

조절에 참여하므로 혈관내피가 제거되고 기능이 억제된 

혈관이 사용되었고 수축에 의한 기계적 신호는 전기적 

신호로 변형되어 컴퓨터에 저장되었다.

노인이나 죽상경화증이나 당뇨병 등 성인병이 유발된 

환자에서 내피가 손상되고 내피의 기능이 억제되는데 

만약 phloretin이 내피에만 작용한다면 phloretin은 

노인이나 성인병 환자에서 효과가 소실될 것이다. 그런
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데 내피가 제거되고 기능이 억제된 혈관에서 phloretin

이 효과가 있다면 내피에 의한 산화질소 생성 외에 

phloretin이 평활근에 직접 작용하여 노인이나 성인병 

환자에서 치료 효과가 나타날 것이다. 따라서 

phloretin 투여가 혈압 조절에 중요한 역할을 수행하여 

기존의 혈압조절제과의 병용 투여시 다양한 상호작용을 

나타낼 수 있다. 다양한 성인병에서 손상되기 쉬운 혈관 

내피의 중요성을 인지하고 phloretin의 내피 비의존성 

혈관 긴장도 조절 효과와 그 작용기전을 조사하였다.  

Fig. 1. Chemical structure of phloretin (3-(4- 

hydroxyphenyl)-1-(2,4,6-trihydroxy- 

phenyl)propan-1-one).   

2. 실험 방법

2.1 재료, 시약 및 기기  

아래와 같은 재료와 시약이 사용되었다. Potassium 

chloride, sodium bicarbonate, phloretin, sodium 

fluoride, phorbol 12,13-dibutyrate (PDBu),

acetylcholine, D-(+)-glucose은 Sigma-Aldrich 

Chemicals (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하

였고, etomidate과 SD (Sprague-Dawley) rat은 

Dongwon (Dongwon, Korea)과 Hyochang Science 

(Hyochang Science, Korea)에서 구입하여 사용하였

다. 그 외 다른 시약은 일급(GR) 또는 특급(EP)으로 사

용하였다. 약품은 생리식염수나 Krebs 용액에 용해되었

다.

2.2 대동맥 적출

본 실험은 본 실험은 중원대학교와 대구가톨릭대학교

의 동물실험에 대한 윤리규정 (IACUC-2017-045)과 

US National Institute of Health (NIH, 1996)에 의

해 출판된 실험동물의 care와 use에 대한 guide에 따

라서 수행되었다. 무게 200-250g의 웅성 Sprague-Dawley 

쥐가 실험에 이용되었다. 실험 당일에 etomidate (0.3 

mg/kg)이 복강으로 투여되어 마취되고 고정되었다. 흉

부 절개로 흉곽이 개방되었고 수술도구로 심장과 주변 

부위가 노출되었다. 폐와 심장은 분리되지 않았고 대동

맥 분리를 위한 공간을 확보하기 위해 좌측으로 이동시

켜서 생리식염수로 적셨다. 대동맥은 간 근처에서 심장

부근까지 적출되었고 차가운 Krebs 용액에 넣어졌다. 

Krebs 용액의 조성은 아래과 같다. CaCl2, 2.5; 

KH2PO4, 1.2; NaCl, 115; KCl, 4.7; NaHCO3, 25; 

glucose, 10; MgCl2, 1.2. 대동맥내 혈액과 각종 결체

조직은 제거되었다. 대동맥은 4 mm 길이의 고리로 잘

려졌고 대동맥 고리의 안쪽으로 pipette tip이 넣어져 

부드럽게 3-5 회 긁어서 내피가 물리적으로 제거되었고 

nitric oxide synthase (NOS) 억제제인 NG- 

monomethyl-L-arginine (L-NMMA, 0.1 mM)이 사

용되었다.    

2.3 기계적 활성 측정 

동맥의 근육 조각은 2개의 금속 고리로 myograph 

수조안에 현수되었다. 아래쪽 고리는 수조바닥에 고정되

었고 위쪽 고리는 등장력 변환기 (FT03C; Grass 

Instrument Company, Quincy, MA, USA)에 연결되

었다. 변환기의 신호는 생리측정기 (PowerLab/8SP; 

AD Instruments, Castle Hill, NSW, Australia)에 표

시되었다. Myograph 수조의 부피는 10 mL이고 수조

안의 용액이 37℃로 유지되었고 혼합 기체 (95% O2와 

5% CO2)로 포화되었다. 1시간의 항정기간동안 휴지기 

장력이 2 * 9.8 mN (2.0g)으로 조정되었다. 항정기간 

후 동맥 고리가 1 μM phenylephrine으로 수축되었고 

근육이 충분히 수축된 후 1 μM acetylcholine에 의해 

최대 수축 대비 20% 이하로 이완되는 경우 내피가 제거

되거나 기능이 억제된 것으로 판단하고 실험이 시작되

었다. 0.1 μM U-46619, 6 mM NaF 또는 1 μM 

PDBu에 의한 혈관 수축이 최대 수축에 도달한 후 일부 

혈관에 phloretin (10, 30, 100 μM) 투여 후 발생하는 

혈관확장의 정도가 0.1 μM U-46619, 6 mM NaF 또

는 1μM PDBu에 의한 혈관 수축을 100%로 해서 상대

적으로 표시되었다.  
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2.4 통계분석

다음 실험결과들이 mean ± s.e. (평균 ± 표준오차)

로 표시되었고 통계적 유의성 처리는 Student's t-test 

를 수행하여 p<0.05를 기준으로 유의성 유무를 결정하

였다. Fig. 2-5에서와 같이 유의성을 *표시하였다. 

3. 실험결과

3.1 내피가 제거되고 기능이 억제된 쥐 동맥에서 

fluoride에 의한 수축에 대한 phloretin의 작용 

적출된 쥐 동맥의 안정기 장력이 60분 후 정상 상태에 

도달하였고 안정기 장력을 2 * 9.8 mN으로 조정하였다. 

물리적으로 내피가 제거되고 기능이 억제된 쥐 대동맥에

서 ROCK(Rho-associated, coiled-coil containing

protein kinase)에 대한 full activator로 알려져 있는 

fluoride (6 mM)에 의한 자극에 대해 phloretin은 유

의성 있는 억제 작용을 Fig. 2에서와 같이 나타내었다.

Fig. 2. The effect of phloretin on 6 mM 

fluoride-induced contraction in the 

denuded muscle. After 6 mM 

NaF-induced contraction had reached 

plateau, phloretin (10, 30, 100 μM) was 

added into organ bath. The relaxation 

was expressed as a percentage of the 

maximal contraction to 6 mM fluoride. 

Data were expressed as means of 3-5 

experiments with vertical bars showing 

SEM. *P<0.05, **P<0.01, presence versus 

control.   

3.2 내피가 유지된 쥐 혈관에서 fluoride에 의한 수축

에 대한 phloretin의 작용   

내피가 제거되지 않은 쥐 동맥에서 fluoride (6 mM)

에 의한 자극에 대해 phloretin은 10-5 M 이상의 농도에

서 내피와 평활근에 동시에 작용하여 유의성 있는 이완작

용을 Fig. 3에서와 같이 나타내었다. 그리고 내피가 제거

된 쥐 동맥에서의 수축성과 비교시 이완효과가 다소 증가

되었다.  

Fig. 3. The effect of phloretin on 6 mM fluoride- 

induced contraction in intact muscles. After 

6 mM NaF-induced contraction had reached 

plateau, phloretin (10, 30, 100 μM) was 

added into organ bath. The relaxation was 

expressed as a percentage of the maximal 

contraction to 6 mM fluoride. Data were 

expressed as means of 3-5 experiments 

with vertical bars showing SEM. *P<0.05, 

**P<0.01, presence versus control.   

3.3 내피가 제거되고 기능이 억제된 쥐 혈관에서 

thromboxane A2 mimetic에 의한 수축에 대한 

phloretin의 효과  

물리적으로 내피가 제거되고 기능이 억제된 쥐 동맥

에서 일종의 유사체인 U-46619 (10-7 M)에 의한 자극

에 대해 phloretin은 억제 효과가 있었음을 Fig. 4에서

와 같이 나타내었다. 따라서 phloretin에 ROCK 활성

화 억제 및 MEK/ERK 등이 관여하는 가는 미세섬유성 

조절 기능이 있는 것으로 추측된다.  
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Fig. 4. The effect of phloretin on 0.1 μM 

thromboxane A2 mimetic-induced 

vascular contraction in denuded muscles. 

After 1 μM 0.1 μM U-46619-induced 

contraction had reached plateau, phloretin 

(10, 30, 100 μM) was added into organ 

bath. The relaxation was expressed as a 

percentage of the maximal contraction to 

0.1 μM U-46619. Data were expressed 

as means of 3-5 experiments with 

vertical bars showing SEM. *P<0.05, 

**P<0.01, presence versus control.   

3.4 내피가 제거되고 기능이 억제된 쥐 동맥에서 phorbol 

ester에 의한 수축에 대한 phloretin의 작용  

물리적으로 내피가 제거되고 기능이 억제된 쥐 동맥

에서 phorbol 12,13-dibutyrate(PDBu) (10-6 M)에 의

한 자극에 대해 phloretin은 억제 효과가 Fig. 5에서와 

같이 있었다. 따라서 phloretin에 MEK/ERK 등이 관여

하는 가는 미세섬유성 경로 조절 기능이 있는 것으로 생

각된다. 

    

Fig. 5. The effect of phloretin on 1 μM phorbol 

12,13-dibutyrate-induced contraction in 

denuded muscles. After 1 μM phorbol 

12,13- dibutyrate-induced contraction had 

reached plateau, phloretin (10, 30, 100 μM) 

was added into organ bath. The relaxation 

was expressed as a percentage of the 

maximal contraction to 1 μM phorbol 

12,13-dibutyrate. Data were expressed as 

means of 3-5 experiments with vertical 

bars showing SEM. *P<0.05, **P<0.01, 

presence versus control. 

4. 고찰

개살구나무는 한방에서 과피를 제거한 종자로 사용되

어 기관지염, 기관지천식, 기관지확장증, 변비(윤장제)의 

증상을 완화시키는 것으로 알려져 있으며 최근 연구 결

과에 의하면 주요 성분인 phloretin에서 항산화, 항염

증 및 항종양 효과 등이 발견되었고[18,19] 항고혈압 작

용에서 내피에 의한 산화질소 생성에 의한 작용이 제안

되었다. 따라서 이번 실험에서 내피를 제거하고 기능을 

억제한 혈관을 이용하여 유효 성분인 phloretin의 추가 

기전을 조사하게 되었다. 한편 혈관 수축 기전에 효능제 

투여에 의한 미오신 라이트체인 인산화나 수축력의 정

도는 보통 세포내 칼슘이온 농도의 증가에 의한 것보다 

높으며 이 현상은 칼슘이온 감작이라고 설명된다[6]. 따

라서 미오신 라이트체인 인산화 수준과 수축 정도를 조

절하는 추가기전이 제시되었다. 즉 protein kinase 

C(PKC), MEK, ERK에 의한 가는 미세섬유성 경로나 

arachidonic acid, Rho GEFs, Rho A, ROCK 등에 

의한 미오신 인산가수분해효소의 억제가 칼슘이온 감작

에서 중요한 경로라는 것이 밝혀졌다. 예를 들어 

phorbol ester는 PKC, MEK, ERK에 의한 가는 미세

섬유성 경로를 경유해서, fluoride, thromboxane A2, 

phenylephrine 등은 굵은섬유성 RhoA/ROCK 활성

화를 통해 칼슘이온 감작을 유발한다고 알려져 있다

[20-23].  

그 중 fluoride는 Fig. 2와 Fig. 3에서 관찰된  결과

와 같이 주로 RhoA/ROCK를 활성화시켜 평활근을 수

축시킨다고 알려져 있는데[15] 내피가 유지되거나 내피

가 제거된 쥐 동맥에서 phloretin은 fluoride에 의한 

수축에 대해 억제 작용을 나타내었다. 따라서 

phloretin은 내피 의존성 산화질소 생성 외에 ROCK 

활성 억제 효과가 있는 것으로 추측되며 fluoride에 의
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한 혈관 평활근 수축에서 phloretin은 RhoA/ROCK를 

불활성화시켜 작용하는 것으로 생각되었다. 한편 

Phorbol ester(PDBu)의 경우 대개 MEK/ERK가 관여

되는 액틴 섬유성 (가는 미세섬유성) 경로를 자극하여 

혈관 평활근을 수축시킨다고 알려져 있는데[20,21] 내

피가 제거되고 기능이 억제된 쥐 동맥에서 phloretin은 

phorbol ester에 의한 동맥 수축에 대해 억제 작용을 

Fig. 5에서와 같이 나타내었다. 따라서 Fig. 4와 Fig. 

5에서 관찰된 바와 같이 phorbol ester 또는 

thromboxane A2 유사체에 의한 혈관 평활근 수축에

서 phloretin은 MEK, ERK 등을 불활성화시켜 작용하

는 것으로 추측되었다. 

5. 결론

본 실험에서는 뇌졸중, 심혈관계 질환 등에 대해 치료와 

예방을 목적으로 사용될 수 있는 phloretin에서의 혈관 

확장 기전에 대해 조사하여 천연물 유래 phloretin을 이

용한 항고혈압 치료제 개발 가능성을 확인하고자 하였

다. Phloretin은 내피에 대한 자극 외에 보조적인 기전으

로 내피에 비의존적으로 평활근 자체의 미세/굵은섬유성 

액틴-미오신 상호작용을 억제하여 작용하는 것으로 추측

되며 구체적으로 ROCK 불활성화에 관여하는 것으로 생

각된다. Thromboxane A2 mimetic의 경우 ROCK를 

활성화시키고 MEK/ERK가 관련되는 액틴 섬유성 (가는 

미세섬유성) 조절을 활성화시켜 평활근을 수축시킨다고 

알려져 있다[22,23]. Fig. 4에서와 같이 물리적으로 내

피가 제거되고 기능이 억제된 쥐 동맥에서 일종의 유사

체인 U-46619 (10-7 M)에 의한 자극에 대해 

phloretin은 억제 효과가 있었다. 후속연구로 

aequorin이나 fura-2 등의 광단백질로 phloretin의 

Ca2+ 유입에 대한 효과를 확인하고 공초점 현미경 등으

로 효소 단백질의 세포막 이동을 관찰하여 phloretin의 

RhoA/ROCK 활성 억제 작용, MEK, ERK 의존성 가는 

미세섬유성 경로 조절 등에 대해 보다 직접적인 방법으

로 확인하고자 한다.  
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