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Abstract Proper activation and aggregation of platelets are

necessary, but excessive or abnormal aggregation can lead to

cardiovascular diseases such as stroke, thrombosis, and atherosclerosis.

Therefore, identifying a substance that can regulate or inhibit

platelet aggregation is important for preventing and treating these

diseases. Several studies have shown that certain ginsenoside

compounds in Panax ginseng can inhibit platelet aggregation.

Among these compounds, Rk3 (G-Rk3) from Panax ginseng

needs to be further explored in order to reveal the mechanisms of

action during inhibition. G-Rk3 significantly increased amounts of

cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and led to significant

phosphorylation of cAMP-dependent kinase substrates vasodilator-

stimulated phosphoprotein and inositol 1,4,5-trisphosphate receptor.

Furthermore, the effect of G-Rk3 extended to the inhibition of

PI3K/Akt phosphorylation resulting in the reduced secretion of

intracellular granules. Ultimately, G-Rk3 effectively inhibited

platelet aggregation. Therefore, we suggest G-Rk3’s potential as a

prophylactic or therapeutic agent for cardiovascular diseases

caused by faulty platelet aggregation.

Keywords Cyclic AMP · Granule secretion · G-Rk3 · PI3K/

Akt · Platelet aggregation

서 론

다양한 질병 중에서 심혈관 질환은 전 세계적으로 주요 사망

원인이며, 미국에서만 관상 동맥성 심장 질환으로 7명 중 1명

이, 9명 중 1명이 심부전으로 사망한다고 보고되었다[1]. 혈관

손상 시 발생하는 지혈은 혈전 형성 및 출혈 방지에 있어서 혈

소판의 적절한 기능을 요구한다. 그러나, 부적절한 혈소판 활성

화 및 응집은 원치 않는 혈전 형성으로 이어져 죽상동맥경화증,

관상동맥 질환, 심부전 및 뇌졸중과 같은 심혈관계 질병을 유

발한다[2].

약리학적 화합물을 이용한 혈전성 합병증의 치료는 혈소판

억제를 통해 작용하는 것으로 나타났으며 현재의 심혈관 질환

의 예방 및 치료는 이러한 이점을 이용하지만 불행히도 주요

합병증 및 부작용이 수반되므로 더 나은 대안이 필요한 상황이

다[3]. 혈전증 및 혈소판 응집과 관련된 장애의 치료에서 유망

한 것으로 입증된 한 가지 방법은 천연 생물 활성 화합물을 사

용하는 것이다[4]. 지중해의 전통적인 식단에서 발견되는 화합

물과 전통적으로 의약 목적으로 사용되는 식물은 심혈관 질환

의 예방에서 항혈소판 및 심장 보호 특성을 나타냈다[5-7].

정상적인 혈액 순환 동안 혈관 조직의 내피 세포는 prostanglandin

I
2

와 산화 질소를 분비하여 혈소판에서 cAMP 및 cGMP 생성

을 시작한다. cAMP의 생산은 protein kinase A (PKA)를 활성

화하고 cGMP의 생산은 protein kinase G (PKG)를 활성화한다.

이들 모두 vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP)와 inositol
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1,4,5-triphosphate receptor (IP
3

R)를 인산화한다고 보고되었다[8].

IP
3

R의 인산화는 세포질로의 칼슘 동원을 억제하고, VASP는

αIIb/β3 및 액틴 필라멘트의 조절에 관여하여 혈소판 응집을 저

해한다고 알려져 있다[9-11]. 또한, serotonin과 ATP를 포함하는

혈소판 과립의 분비는 응집 중 중요한 단계이며 PI3K/Akt 인

단백질의 인산화에 영향을 받는 것으로 알려져 있다[12].

인삼에 함유된 ginsenoside 중 홍삼과 백삼의 주요 필수성분

인 ginsenoside-Rb1, -Rc, -Rd, -Re, -Rg1에서 다양한 생물학적

반응이 확인되었다[13,14]. Ginsenoside 중 하나인 G-Rk3는 폐

암에 대한 항암 효과, 간 손상 시의 염증 억제 및 세포 사멸

억제, 신장 손상에 대한 보호 효과가 있는 것으로 나타났다[15-

17]. 그러나 G-Rk3에 의한 항혈소판 작용 기전을 조사한 연구

는 거의 없는 상황이기에 우리는 사람 혈소판 응집에 대한 G-

Rk3의 조절 작용에 대해 연구하고자 하였다.

재료 및 방법

시약

항체 및 western blotting 용해 완충액은 Cell Signaling (Beverly,

MA, USA)에서 주문했다. G-Rk3는 대전(한국)의 Ambo Institue

(Dajeon, Korea)에서 주문했다. 혈소판 유도제인 U46619는

Chrono-Log Corporation (Havertown, PA, USA)에서 주문했다.

Serotonin, ATP 및 cAMP/cGMP ELISA kit는 Cayman Chemical

Co. (Ann Arbor, MI, USA)에서 주문되었다. 위에 나열되지 않

은 다른 모든 시약은 Avention Corporation (Incheon, Korea)에

서 주문하여 사용했다.

사람 세척 혈소판 준비

사람의 혈소판 풍부 혈장(platelet rich plasma, PRP)은 한국 수

원에 있는 대한적십자 혈액원으로부터 제공받았다. 혈소판을 얻

기 PRP를 1,300 g의 속도로 총 10분 동안 원심분리 했고. 세척

을 2회 수행하였다. 세척이 완료된 후 혈소판을 부유액에 108

cells/mL의 최종 농도로 현탁하였다. 불필요한 혈소판 응집을 방

지하기 위해 모든 절차에서 온도를 25 oC로 유지했다. 모든 인

체유래물의 사용에 대해 남서울대학교 생명윤리위원회

(Institutional Review Board, 1041479-HR-202110-002)로부터

적절한 승인을 받았다.

혈소판 응집반응 측정

108 cells/mL의 농도로 현탁된 혈소판을 다양한 용량의 G-Rk3

를 첨가하여 배양하였고, 이 후 2 mM CaCl
2

를 주입한 후 자극

을 위해 U46619을 첨가하여 5분간 확인하였다. 반응은 Chrono-

Log Co.의 혈소판 응집기를 사용하여 교반 속도를 1,000 rpm으

로 설정하여 측정하였고, 빛 투과율의 증가를 통해 응집률을 계

산하였다.

cAMP 및 cGMP 생성량 측정

108 cells/mL의 농도로 현탁된 혈소판을 다양한 용량의 G-Rk3

를 첨가하여 배양하였다. 이 후, 2 mM CaCl
2

를 주입한 후, 자

극을 위해 U46619을 첨가하여 5분간 반응하고 1M의 HCl을

사용하여 반응을 종결시켰다. 생성된 cAMP 및 cGMP는 cAMP

및 cGMP ELISA kit로 BioTek Instruments (Winooski, VT,

USA)의 Synergy HT Multi-Reader를 사용하여 분석하였다.

ATP 및 serotonin 방출 측정

108 cells/mL의 농도로 현탁된 혈소판을 다양한 용량의 G-Rk3

를 첨가하여 배양하였다. 이 후, 2 mM CaCl
2

를 주입한 후, 자

극을 위해 U46619을 첨가하여 5분간 반응하고 2 mM EDTA

액을 사용하여 반응을 종결시켰다. 이 시료를 원심분리하여

serotonin 및 ATP를 상층에 모았다. 방출된 serotonin 및 ATP는

serotonin 및 ATP assay kit로 BioTek Instruments의 Synergy

HT Multi-Reader를 사용하여 분석하였다.

Western blotting 측정

반응을 정지시키기 위해 1x 용해 완충액을 사용하였다. 용해된

혈소판에서 단백질 농도를 측정하였고, 20 μg의 단백질을 4-20%

SDS-PAGE에서 분리하고 PVDF membrane을 사용하여 옮겼다.

1:1000 희석 배율의 일차 항체로 반응하고 1:2000 희석 배율

에서 이차 항체로 반응하여 ECL 시약으로 시각화하였다.

통계 분석

실험의 모든 결과를 나타내기 위해 평균 ±표준편차를 사용하였

다. 결과는 Student’s t-test 또는 ANOVA를 사용하였고, 그룹

평균이 분산 분석 측면에서 유의미한 차이가 있으면 Scheffe의

방법으로 추가로 조사했다. 통계분석은 SPSS 21.0.0.0 소프트웨

어(SPSS, Chicago, IL, USA)를 이용하여 수행하였으며, p <0.05

를 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.

결 과

cAMP 및 cGMP 생성 및 IP3R 인산화에 대한 G-Rk3의 작용

cAMP와 cGMP는 혈소판 활성화를 억제한다고 알려져 있기에,

이들에 미치는 G-Rk3의 작용을 확인했다. G-Rk3에 의한

cAMP 생성 증가가 유의적으로 나타났으나, cGMP의 증가는 없

었다(Fig. 1). 이 결과는 G-Rk3가 U46619로 유도된 혈소판에서

cAMP의 생성만을 상당히 증가시킴으로써 혈소판의 활성화를

억제할 수 있음을 보여주었다.

cAMP의 의존하는 protein kinase에 의해 인산화되는 IP
3

R은

또한 세포 내 칼슘 수준에 기여하므로 IP
3

R 인산화에 대한 G-

Rk3의 효과를 조사하였다. 여기에서도 G-Rk3가 농도의존적으

로 IP
3

R 인산화를 유도한다는 것을 확인하였고(Fig. 2A), 이러

한 결과는 세포 내 칼슘 농도를 감소시키는 G-Rk3의 능력으로

나타날 것이라 예상된다.

VASP 인산화에 대한 G-Rk3의 작용

G-Rk3이 U46619 유도의 혈소판에서 cAMP 생성을 증가시킨다

는 결과에 근거하여 G-Rk3가 cAMP 및 cGMP에 의존적으로

인산화되는 VASP에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과, cAMP

에 의존하는 VASP Ser157의 인산화는 G-Rk3의 존재 하에서

유의하게 증가하는 반면, cGMP에 의존하는 VASP Ser239의 인

산화는 유의한 변화가 없는 것으로 나타났다(Fig. 2B) 이것은

G-Rk3로부터 cAMP의 증가가 cAMP 의존성 VASP Ser157의
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인산화를 상당히 증가시킨다는 것을 의미한다.

PI3K/Akt의 인산화에 대한 G-Rk3의 작용

PI3K/Akt는 혈소판 과립의 방출에 관여하여 혈소판을 활성화시

킨다고 알려져 있기에 G-Rk3가 PI3K/Akt 인산화에 미치는 영

향을 조사하였다. 혈소판 유도제인 U46619에 노출되었을 때

PI3K와 Akt 모두 인산화가 크게 증가한 것으로 나타났습니다.

그러나, G-Rk3의 존재 하에서 U46619 유도의 PI3K/Akt 인산

화가 농도의존적으로 감소하였다(Fig. 3). 이 결과는 PI3K/Akt

의 인산화를 억제함으로써 혈소판 응집을 조절하는 G-Rk3의 능

력을 확인시켜준다.

과립 방출에 대한 G-Rk3의 작용

혈소판 내 과립(ATP 및 serotonin)의 방출은 혈소판 응집에 관

여하므로 과립 방출에 영향을 미치는 G-Rk3의 능력을 조사했

다. 혈소판 유도제인 U46619에 의해 ATP의 방출은 손상되지

않은 세포와 비교하여 0.34±0.03 μM에서 7.74±0.17 μM로 강하

게 증가했다(Fig. 4A). 그러나 다양한 농도(60, 90 및 120 μM)

의 G-Rk3는 증가한 ATP를 유의적으로 억제하였다. Serotonin

방출도 U46619에 의해 강하게 증가하였고, G-Rk3 처리에 의해

농도의존적으로 억제되는 것을 확인하였다(Fig. 4B). 이 결과들

을 종합하면, G-Rk3는 ATP 및 serototnin의 과립 방출을 상당

히 억제하는 작용을 하며 이는 PI3K/Akt의 인산화 억제와 관

Fig. 2 G-Rk3’s effect on cyclic nucleotides related phophoproteins. (A) Effects of G-Rk3 on IP
3

R phosphorylation. (B) Effects of G-Rk3 on VASP

phosphorylation. The results are shown as mean ± SD (n =4). ap <0.05 in comparison to no-stimulated platelets, *p <0.05, **p <0.001 in comparison to

the U46619-induced platelets

Fig. 1 G-Rk3’s effect on cyclic nucleotides production. (A) Chemical structure of G-Rk3 (MW: 620.9). (B) G-Rk3’s effect on cAMP production. The

results are shown as mean ± SD (n =4). *p <0.05, **p <0.001 in comparison to the U46619-induced platelets
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련되는 것으로 여겨진다.

사람 혈소판 응집에 대한 G-Rk3의 작용

혈소판 유도제인 U46619 (0.5 μM)는 사람 혈소판의 응집을

75.5±1.3%로 강하게 일으켰다(Fig. 5A). G-Rk3의 첨가가

U46619로 유도된 혈소판에서 혈소판 응집에 대한 가장 강력한

억제 효과가 있음이 관찰되었다(Fig. 5B). 응집 억제율은 45, 60,

90 및 120 μM의 G-Rk3에서 각각 18.6, 53.6, 75.5, 94.2%로써

농도의존적이었으며, 69.08 μM의 IC
50

를 확인할 수 있었다(Fig.

5C). 또한, 세포 독성을 확인하였을 때, G-Rk3에 의해 유의성

이 없다는 것을 확인하였다(Data not shown). 이러한 결과는

G-Rk3가 세포독성을 가지지 않고 U46619 유도의 혈소판 응집

을 억제하는 강력한 능력을 가지고 있음을 보여준다.

고찰

혈소판이 활성화 될 때, 혈소판 막의 phospholipase C-γ2는 인지

질 성분인 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate를 diacylglycerol

과 inositol 1,4,5-triphosphate (IP
3

)로 분해한다[18,19]. 이 반응

은 IP
3

는 혈소판의 세포질로 칼슘이 동원되는 것을 유도하며.

칼슘의 동원증가는 미오신 경쇄와 pleckstrin을 인산화하여 혈소

판 응집을 촉진한다고 알려져 있다[18,19].

한편, 세포내 칼슘은 cAMP와 cGMP 모두의 cyclic nucleotide

가 존재할 때 감소하는데, 이 과정에서 이들 cyclic nucleotide

는 혈소판 응집을 억제하는 cyclic nucleotide 의존성 protein

kinase인 protein kinase A (PKA) 및 protein kinase G (PKG)

를 활성화한다[20]. 이 연구는 G-Rk3가 cyclic nucleotide 중

cAMP의 생산을 상당히 증가시켰고, cAMP에 의존적인 PKA가

활성화될 때 인산화되는 기질 중 inositol 1,4,5-triphosphate

receptor (IP
3

R)을 농도의존적으로 증가시켰다. 또한, G-Rk3로부

터의 cAMP 생성 증가는 또한 PKA 활성화를 통해 VASP

(vasodilator-stimulated phosphoprotein)의 인산화를 촉진하였다.

VASP는 PKA와 PKG 모두에 중요한 기질이며 혈소판 분비 및

부착 특성을 조절하여 혈소판 활성화 조절을 돕는다[21,22]. 이

단백질의 인산화는 integrin αIIb/β3 활성화의 억제를 통해 혈소

판 간의 응집 억제를 유도한다[21,22].

이러한 결과들을 고려할 때, G-Rk3가 cAMP를 상승시키는

작용기전으로 효과를 나타내는 것으로 보이며, 막 수용체에 결

합하여 cAMP 상승에 관여하는 효소인 adenylate cyclase를 활

성화한다고 알려져 있는 G-protein를 자극하였을 것이라 예상된

다[23]. 앞선 연구 결과들을 종합해 볼 때, G-Rk3가 cAMP 생

성 증가와 VASP Ser157의 인산화를 유도하고, 이는 세포질 내

칼슘의 동원과 αIIb/β3의 친화력을 억제하여 하였을 것으로 예

상해 볼 수 있다[24].

또한, PI3K/Akt 경로는 혈소판 분비 기능에 관여하는 필수

인단백질로 알려져 있다[25,26]. 본 연구에서 G-Rk3는 U46619

유도의 혈소판에서 PI3K/Akt 경로를 유의적으로 차단하였고, 그

결과로 serotonin 및 ATP와 같은 세포 내 과립의 방출을 강하

게 감소시켰다. 최종적으로, G-Rk3는 U46619가 유도하는 혈소

Fig. 3 G-Rk3’s effect on the phosphorylation of PI3K/Akt. The results

are shown as mean ± SD (n =4). ap <0.05 in comparison to no-stimulated

platelets, *p <0.05, **p <0.001 in comparison to the U46619-induced

platelets

Fig. 4 G-Rk3’s effect on the secretion of granules. (A) G-Rk3’s effect on ATP release. (B) G-Rk3’s effect on the release of serotonin. The results are

shown as mean ± SD (n =4). ap <0.05 in comparison to no-stimulated platelets, *p <0.05, **p <0.001 in comparison to the U46619-induced platelets
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판 응집을 농도의존적으로 강하게 억제하였다.

앞선 연구들에서 G-Rp1, G-Rp3 및 G-Rp4와 같은 홍삼 유

래의 ginsenoside에서 항혈소판 효과가 있음을 확인한 바 있다

[13,14]. 또한, Rk3와 유사한 구조를 가진 Rk1이 cAMP를 상승

시켜 Ca2+의 억제를 유도하고 과립 방출 및 αIIb/β3 활성화를

하향 조절하여 혈소판 매개의 혈전증을 억제한다고 보고되었다

[24]. 본 연구 결과를 통해, Rk3도 Rk1과 유사한 기전을 통해

항혈소판 효과가 있음을 예상할 수 있으며, IC
50

로 비교하면

Rk1이 5배 정도 강한 혈소판 응집효과를 가지는 것으로 확인

되었다[24].

결론적으로, G-Rk3는 사람 혈소판에서 cAMP를 증가시키고,

IP
3

R 및 VASP 인산화를 유도하며, PI3K/Akt 경로의 인산화를

조절하여 과립 방출을 감소시킴으로써 혈소판 응집을 억제하는

기능을 가진다. 그러므로, 우리는 G-Rk3가 항혈소판 물질로써

혈전성 질환의 예방 및 치료에 가치가 있음을 제시한다.

초 록

혈소판의 적절한 활성화와 응집이 필요하지만 과도하거나 비정

상적인 응집은 뇌졸중, 혈전증, 동맥경화증과 같은 심혈관 질환

을 유발할 수 있다. 따라서 이러한 질병을 예방하고 치료하기

위해서는 혈소판 응집을 조절하거나 억제할 수 있는 물질을 찾는

것이 중요하다. 여러 연구에서 Panax 인삼의 특정 ginsenoside 화

합물이 혈소판 응집을 억제할 수 있음이 알려져 있다. 이들 화

합물 중 Panax ginseng의 Rk3 (G-Rk3)는 혈소판 응집 억제의

기전이 불확실 하기에 이를 밝히기 위한 연구가 필요하다. G-

Rk3는 cAMP의 양을 강하게 증가시켰고 cAMP 의존성 kinase

의 기질인 VASP 및 IP
3

R의 인산화를 유도했다. 또한, G-Rk3

의 효과는 PI3K/Akt 인산화의 억제를 일으켜 세포 내 과립의

분비를 감소시켰다. 궁극적으로 G-Rk3는 혈소판 응집을 효과적

으로 억제하였다. 따라서 우리는 과도한 혈소판 응집으로 인한

심혈관 질환의 예방 또는 치료제로서의 G-Rk3의 가능성을 제

안한다.

Keywords 과립 방출 · 혈소판 응집 · Cyclic AMP · G-Rk3

· PI3K/Akt
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