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            초록
          
        

        
          
            Background
            Reactive oxygen species (ROS) contribute to increased intracellular oxidative stress, which has detrimental effects on normal cells and reduces antioxidant levels. This oxidative stress, particularly in the liver, causes inflammation, which leads to the development of acute and chronic liver diseases. Hence, substances with the ability to efficiently reduce ROS levels and oxidative stress are needed.

          

          
            Methods and Results
            Kadsura coccinea stem extract exhibited a concentration-dependent antioxidant activity and imporved alcohol dehydrogenase and aldehyde dehydrogenase effects. Non-cytotoxic effects and increased cell activity were observed in HepG2 cells treated with K. coccinea stem extract under conditions of hydrogen peroxide induced hepatotoxicity. Additionally, the extract effectively reduced ROS levels, as confirmed by 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) assay in HepG2 cells simultaneously exposed to hydrogen peroxide and the K. coccinea stem extract. mRNA expression analysis revealed elevated levels of antioxidant enzymes, including superoxide dismutase 1 (SOD1), glutathione peroxidase 1 (GPx1), and catalase (CAT).

          

          
            Conclusions
            These findings reveal the potential therapeutic value of K. coccinea stem extract for oxidative stress related liver disorders.
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      서 언
      간은 탄수화물, 아미노산, 단백질, 지방, 담즙산 및 빌리루빈, 비타민 및 무기질, 호르몬의 대사 및 해독 그리고 살균 작용 등 다수의 대사작용을 담당하는 기능을 한다 (Rui, 2014; Almazroo et al., 2017; Jeon and Carr, 2020).

      간의 기능이 다양한 만큼 충분한 예비 기능을 비축하고 있어 간세포가 상당수 파괴되어도 증상이 없는 경우가 대부분이라 ‘침묵의 장기’라고 불리며, 간 손상으로 인해 증상이 발생하게 되면 이미 심각한 단계로 진행한 상태임을 의미한다. 현대인들은 음주 습관, 기름진 음식 섭취, 스트레스, 흡연, 유해물질에 대한 노출 등의 다양한 이유로 간을 위협하는 요인에 노출되어 있으며, 이에 따라 간을 보호하기 위한 연구들이 진행되어 왔다 (Cho et al., 2015; Qu et al., 2020).

      활성산소종 (Reactive Oxygen Species, ROS)은 세포 내 산화스트레스를 증가시킴으로써 정상 세포를 손상시키며, 항산화 수준을 낮추어 특히 간에서 염증을 일으켜 급성 및 만성으로 간질환을 유발한다 (Sharma et al., 2023). 또한, 에탄올로 유발된 ROS는 신체의 대사 반응 중 자연적으로 소량 생성되는 반응성이 높은 분자로, 지질, 단백질 또는 DNA와 같은 복잡한 세포 분자와 반응하여 손상을 일으킨다 (Sies et al., 2022). 간세포는 에탄올을 알코올탈수소효소 (alcohol dehydrogenase, ADH)와 사이토크롬 P450 효소 (CYP2E1)의 두 가지 주요 경로를 통해 산화적으로 대사시킨다 (Balusikova and Kovar, 2013).

      이러한 경로는 아세트알데히드 및 대량의 과산화물라디칼과 과산화수소 등의 ROS와 같은 에탄올 대사산물을 생성하고 superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) 및 glutathione peroxidase (GPx)와 같은 항산화 효소를 고갈시킨다 (Jiang et al., 2020). 하지만 기존의 치료제들은 급성 간 손상에 대한 예방 및 치료 효과를 보이나, 대부분이 합성 화합 물질로서 간세포의 손상을 경감시킨다는 점에서 보조 치료제로 기능한다 (Singh et al., 2017). 이에 인체에 안전하면서도 간 기능 개선, 예방 또는 치료에 뛰어난 항산화 효능을 발휘하는 천연물 소재를 개발하는 것이 필요한 실정이다.

      흑노호 (Kadsura coccinea)는 중국과 베트남에 분포하는 덩굴성 목본식물로서 줄기, 잎, 및 뿌리를 채취하여 약재로 사용한다. 흑노호 말린 뿌리, 줄기 및 잎은 류마티스 관절염, 십이지장 궤양, 위장 장애 및 부인과 문제를 치료하기 위해 전통적으로 사용되는 광범위한 효능을 갖고 있다 (Woo et al., 2020; Xia et al., 2020; Yang et al., 2020). 과실 부위는 대부분 생과일, 주스, 과실주 등의 형태로 섭취되며, 다양한 항산화 효능을 갖는 것으로 알려져 있다 (Yang et al., 2019; Tram et al., 2021). 이전 연구에서 리그난, 트리테르페노이드, 플라보노이드, 페놀산, 스테로이드, 아미노산과 같은 생리 활성 성분이 풍부하여 영양학적, 약학적 가치가 높은 것으로 알려졌다 (Liu et al., 2014; Yang et al., 2020).

      그러나 다양한 효능에도 불구하고 비교적 흑노호 줄기에 대한 효능 연구는 미비하며, 특히 항산화 기전에 따른 간세포보호 효과와 대한 결과는 아직 없는 것으로 확인된다.

      따라서 본 연구에서는 흑노호 줄기 추출물을 식의약소재로 활용하기 위하여 항산화 활성을 측정하고 과산화수소를 이용해 인간 간암세포주 인 HepG2 세포에 산화스트레스를 유도한 후 세포독성, 세포보호효과, ROS 감소 및 항산화 효소 활성화 기전을 분석하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 흑노호 줄기 추출물의 제조
        흑노호 줄기는 베트남 달랏대학교 (Dalat, Vietnam)에서 제공받았으며, 흑노호 줄기 추출물은 흑노호 줄기를 80 mesh 사이즈로 분쇄하여 분말 형태로 만든 후 흑노호 줄기 분말 20 g에 20% (v/v) 에탄올 (≥ 99.9%, Daejung, Siheung, Korea) 1 ℓ를 첨가한 후 상온에서 혼합하여 6 시간 추출하였으며 여과지 (Whatman No. 2, Whatman Inc., Maidstone, England)를 이용하여 여과한 후 감압농축기 (Rotavapor, R-220SE, Büchi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland)를 이용하여 농축하고 동결건조기 (Ilshinbiobase Co., Ltd, Yangju, Korea)에서 건조하여 흑노호 줄기 추출물을 제조하였다.

      

      
        2. 흑노호 줄기 추출물의 항산화 활성 측정
        총 폴리페놀 함량은 시료 150 ㎕에 2 N Folin reagent (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) 150 ㎕, 10% Na2CO3용액 150 ㎕를 첨가하였다. 이 혼합액을 상온에서 1 시간 동안 정치한 후 760 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 총 폴리페놀 함량은 gallic acid (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)로 표준 곡선을 계산하고 gallic acid equivalent (㎎·GAE/g)로 나타내었다.

        DPPH radical 소거능 활성은 시료 용액 50 ㎕에 0.2 mM의 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 100 ㎕를 넣고 교반한 후 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였으며 (Blois, 1958), 전자공여능은 시료 용액의 첨가군와 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타냈다.

        ABTS radical 소거능 활성은 ABTS cation decolorization 방법 (Re et al., 1999)을 적용하였으며 7 mM 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)에 2.45 mM potassium persulfate (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)를 첨가하여 24 시간 동안 ABTS+을 형성시킨 후 734 ㎚에서 흡광도 값이 0.70 - 0.90이 되도록 희석하였다. 시료 50 ㎕에 희석액 100 ㎕를 첨가한 후 734 ㎚에서 흡광도를 측정하였고 저해율은 다음의 식으로 산출하였다
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        시료의 환원력 측정은 Oyaizu 방법으로 측정하였다 (Oyaizu, 1986). 시료 1 ㎖에 1% potassium ferricyanide 1 ㎖를 혼합하여 50℃에서 20 분 동안 반응시키고, 10% trichloroacetic acid (TCA; Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) 1 ㎖를 첨가하였다. 혼합물을 4℃에서 10 분 동안 8000 × g으로 원심 분리한 후, 상등액 1 ㎖에 증류수 1 ㎖와 0.1% 염화철 용액 0.1 ㎖를 첨가하여 700 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        3. 알코올 분해효소 활성 분석
        ADH 및 aldehyde dehydrogenase (ALDH) 활성은 alcohol dehydrogenase activity assay kit (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 및 colorimetric aldehyde assay kit (Sigma-Aldrich, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)를 사용하여 측정하였다.

        96 well plate에 흑노호 줄기 추출물 0 ㎍/㎖ (control), 100 ㎍/㎖ (KC100), 200 ㎍/㎖ (KC200) 및 400 ㎍/㎖ (KC400)을 50 ㎕ 씩을 분주하고 kit 시약들과 1 시간 반응하여 흡광도 450 ㎚에서 측정하였다. ADH 및 ALDH 활성은 계산식을 이용하여 산출하였다.
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        4. 세포 독성 및 세포 보호 시험
        세포독성 시험을 위하여 96 well plate에 HepG2 세포를 1 × 105 cells/well로 100 ㎕ 씩 분주하고 37℃에서 24 시간 동안 배양하였다.

        이후 흑노호 줄기 추출물을 10 ㎕ 씩 처리하여 0 ㎍/㎖ (control), 100 ㎍/㎖ (KC100), 200 ㎍/㎖ (KC200) 및 400 ㎍/㎖ (KC400)로 최종농도를 맞춘 후 37℃에서 24 시간 추가 배양하였다. 그 후 10 ㎕의 CCK-8 용액을 처리하여 37℃에서 4 시간 동안 배양 후 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        측정 결과는 무처리구 대조군의 세포 생존율이 100%가 되도록 계산하였다. 또한 세포 보호 시험을 위해 위의 방법으로 추출물까지 처리한 후 과산화수소 (1 mM) 첨가 배지로 교체하여 24 시간 추가 배양하였다.

        세포보호 효과는 또한 CCK-8 assay를 이용해 450 ㎚에서 흡광도를 측정하고, 측정 결과는 양성대조군 (1 mM 과산화수소 처리)의 세포 생존율이 100%가 되도록 계산하였으며 상기 측정한 흡광도를 통해 formazan의 농도를 산출하여 세포의 활성 (% of control)을 산출하였다.

      

      
        5. 활성산소종(ROS) 생성억제 시험
        활성산소종 생성억제 시험은 간세포인 HepG2 세포와 dihlorodihydrofluorescein-diacetate (DCFH-DA)를 이용하여 수행하였다.

        HepG2 세포를 1 × 105 cells/㎖의 농도로 24 well plate에 24 시간 배양한 뒤 흑노호 줄기 추출물 0 ㎍/㎖ (control), 100 ㎍/㎖ (KC100), 200 ㎍/㎖ (KC200) 및 400 ㎍/㎖ (KC400)을 최종농도로 처리한 후, 1 mM 과산화수소 (H2O2)를 처리하였다.

        37℃에서 24 시간 배양 후 PBS (phosphate buffer saline)로 2 회 세척한 뒤 DCFH-DA (50 μM)를 처리하여 37℃ 암실에서 30 분간 배양하였다. 다시 PBS로 2 회 세척하여 남아있는 DCFH-DA를 제거하고, Fluoview confocal microscope (40 ×, Olympus, Tokyo, Japan)과 SpectraMax M5 microplate reader (504 ㎚ / 524 ㎚, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 DCF 형광 발광 정도를 측정하였다.

      

      
        6. 항산화 효소 관련 유전자 활성화 시험
        항산화 효소 SOD1, GPx1 및 CAT의 mRNA가 발현되는 양을 정량적 역전사 중합효소 연쇄반응 (quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, qRT-PCR)을 이용하여 분석하였다.

        6 well plate에 HepG2 세포 (1 × 106 cells/㎖)를 24 시간 배양하고, 흑노호 줄기 에탄올 추출물 (100, 200, 400 ㎍/㎖)을 처리한 후 37℃에서 24 시간 동안 배양하였다. 그 후 1 mM 과산화수소 (H2O2)를 처리하여 37℃에서 24 시간 동안 추가 배양한 후 기존의 배지를 버리고 PBS로 2 회 세척하여 시료를 준비하였다.

        RNA는 배양된 세포로부터 RNA isolation kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA)를 사용하여 RNA를 추출하였다. Reverse Transcription Master Premix (Elpis-biotech Co., Daejeon, Korea)를 사용하여 1 ㎍의 RNA를 cDNA로 역전사시켰으며, 유전자 발현 수준은 LightCycler 480 Instrument II (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)를 사용하여 RT-PCR에 의해 분석하였다.

        본 연구에 사용된 oligonucleotide primers는 5’ → 3’ 방향의 SOD1 (Forward: ACGGTGGGCCAAAGGATGAA, Reverse: TCATGGACCACCAGTGTGCG), CAT (Forward :CCAACAGCTTTGGTGCTCCG, Reverse: GGCCGGCAATGTTCTCACAC), GPx1 (Forward : GTGCTCGGCTTCCCGTGCAAC, Reverse: CTCGAAGAGCATGAAGTTGGGC), GAPDH (Forward : GTATGACTCCACTCACGGCAAA, Reverse : GGTCTCGCTCCTGGAAGATG)를 사용하였다.

        PCR 조건은 95℃에서 5 분 동안 pre-denaturation 후, 95℃에서 15 초, 55℃에서 15 초, 72℃에서 30 초의 40 cycles로 반복, 상대 정량 분석을 위해 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)로 정규화하였다.

      

      
        7. 통계처리
        모든 실험은 3 번 이상 반복 실험으로 진행되었으며, 모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표시하였다. 결과값의 통계처리는 SPAW 18 software (IBM Corp, Armonk, NY, USA)를 이용하여 수행하였으며, 결과값의 유의성은 oneway ANOVA test를 실시하여 5% 수준에서 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 각 데이터 간의 유의차를 검정하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 흑노호 줄기추출물의 항산화 활성 분석
        흑노호 줄기 추출물의 총 폴리페놀함량은 검량선 (y = 0.0144x-0.0191, R2 = 0.9952)을 구한 후 gallic acid 당량 ㎎으로 표기되었으며 103.39 ± 0.31 ㎎·GAE/g로 확인되었다. DPPH 소거 활성은 각각 흑노호 줄기추출물 50, 100, 200, 400 ㎍/㎖을 투여하였을 때 10.69 ± 1.90%, 22.55 ± 2.05%, 40.65 ± 1.06%, 56.80 ± 1.64%의 소거 활성 효과를 나타내었다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Results of antioxidant activity on Kadsura coccinea stem ethanol extract.
          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	Concentration (μg/㎖)
            

            
              	DPPH radical scavenging activity (%)
              	ABTS radical scavenging activity(%)
              	Reducing power (Abs7001))
            

            
              	50
              	100
              	200
              	400
              	50
              	100
              	200
              	400
              	50
              	100
              	200
              	400
            

          
          
            	KC2)
            	10.7±1.9d
            	22.6±2.1c
            	40.7±1.1b
            	56.8±1.6a
            	31.7±0.4d
            	59.9±0.3c
            	97.3±0.2b
            	99.5±0.0a
            	0.26±0.00d
            	0.28±0.01c
            	0.31±0.00b
            	0.40±0.00a
          

          
            	BHA3)
            	32.4±1.9d
            	46.4±0.5c
            	62.7±1.9b
            	69.6±0.5a
            	72.0±0.6b
            	99.6±0.1a
            	99.6±0.a
            	99.8±0.0a
            	0.36±0.00d
            	0.40±0.01c
            	0.41±0.00b
            	0.43±0.00a
          

          
            	AA4)
            	21.5±1.6c
            	58.3±2.4b
            	94.1±0.2a
            	94.8±0.2a
            	29.1±0.3c
            	99.9±0.0ab
            	99.8±0.1b
            	100.2±0.0a
            	0.20±0.00d
            	0.34±0.00c
            	0.40±0.01b
            	0.42±0.00a
          

        

        
          
            1)Abs700; reducing power by absorbance value at 700 ㎚. 2)KC; Kadsura coccinea stem extract. 3)BHA; butylated hydroxy anisole as positive controls. 4)AA; ascorbic acid as positive controls. Data are presented as the means ± SD (n ≥ 3). *Means with different letters are significant at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        ABTS 라디칼 소거능은 ABTS의 양이온 라디칼의 흡광도가 항산화 활성 물질에 의해 감소되는 원리에 기초한 방법으로 각각 흑노호 줄기추출물 50, 100, 200, 400 (㎍/㎖)을 처리하였을 때 31.70 ± 0.41%, 59.86 ± 0.31%, 97.28 ± 0.21%, 99.46 ± 0.01%로 소거 활성이 확인되었다 (Table 1).

        활성산소종 및 유리기에 전자를 공여하는 능력을 확인하는 방법을 사용하여 항산화 활성을 검증하였다. 흑노호 줄기추출물의 환원력은 각각 50, 100, 200, 400 (㎍/㎖)을 처리하였을 때 0.258 ± 0.00, 0.276 ± 0.00, 0.311 ± 0.00, 0.398 ± 0.00 로 농도 의존적으로 흡광도가 증가하였다 (Table 1).

        흑노호 열매에서 추출된 폴레페놀과 안토시아닌은 항산화 활성이 우수한 것으로 알려져 있다 (Sun et al., 2009). 또한 Zhao 등 (2021)에 의하면 흑노호 줄기에 함유한 주요 화합물에는 α-pinene , β-pinene, camphene, borneol, δ-cadinene, and β-elemene 등이 있으며, 이러한 성분에 기인하여 항산화 활성과 항균 활성을 나타낸다고 보고하였다.

      

      
        2. ADH 및 ALDH 분해 효소의 활성 변화
        에탄올 대사는 알코올 탈수소효소, 미세소체 에탄올 산화 시스템 및 카탈라아제 대사 경로를 통한 산화스트레스 증가와 관련이 있다 (Tsermpini et al., 2022). 따라서 alchol dehydrogenase (ADH) 및 acetaldehyde dehydrogenase (ALDH)의 활성을 측정하기 위하여 흑노호 줄기 추출물에 의한 ADH와 ALDH의 활성 변화를 분석하였다.

        그 결과 ADH 및 ALDH 활성은 흑노호 줄기 추출물 200 ㎍/㎖ 처리 시 무처리 대조군과 비교하여 각각 137.2 ± 10.1%, 및 134.4 ± 12.9%의 증가하는 경향을 나타내었으며, 400 ㎍/㎖ 처리 시 169.9 ± 4.2% 및 195.6 ± 10.5%의 높은 효소 활성 증가를 나타내는 것으로 확인되었다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of Kadsura coccinea stem ethanol extract on alcohol dehydrogenase (ADH) and aldehyde dehydrogenase (ALDH) activities by in vitro kit.
            ADH (A) and ALDH (B) activity of K. coccinea stem ethanol extract is increased compared with control. KC100, 200, 400 means K. coccinea stem extracts each 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, and 400 ㎍/㎖. Results are expressed as percent control and represent means ± standard deviations (SD) of three independent experiments. *Means with letters on the bar are significantly different from each other at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        흑노호 줄기 추출물의 처리 농도가 증가할수록 농도 의존적으로 ADH 및 ALDH 효소의 활성이 증가하는 것을 알 수 있었다. 체내에 흡수된 알코올은 위장과 소장에서 흡수되어 간에서 대사 과정을 거치는데 ADH에 의해 acetaldehyde로 분해되고, acetaldehyde는 ALDH에 의해 acetic acid으로 분해된 후 이산화탄소와 물로 가수분해된다 (Takei et al., 2011).

        또한 에탄올에서 ADH에 의해 1차 분해된 아세트알데하이드는 뇌 손상, 심근병증, 췌장염 및 태아 알코올 증후군을 포함한 다른 병리학적 발달을 초래할 수 있는 것으로 알려져 있다 (Ahmed and Younus, 2019).

        Do 등 (2017)은 약용식물 원료 50종을 이용하여 ADH 및 ALDH 효소활성을 분석하였으며, 백수오, 모시대, 삽주, 대추 추출물은 ADH의 활성을 120% 이상 증가시켰으나, ALDH의 활성은 106-109.6% 증가시키는 데 그쳤다. 특히 무 뿌리 추출물은 ADH의 활성을 132.1% 증가시켜 에탄올을 가장 빠르게 분해시켰으며, ALDH 활성이 제일 높은 마늘 추출물은 120.1%로 나타났다.

        이에 따라 본 연구의 흑노호 줄기 추출물은 다른 약용식물 대비 에탄올 및 아세트알데하이드에 분해효소의 우수한 활성을 갖는 것을 알 수 있었다.

      

      
        3. 간세포 독성 및 세포보호 활성
        흑노호 줄기 추출물의 간세포 HepG2에 대한 세포독성을 알아보기 위하여 CCK-8을 이용하여 측정하였다.

        흑노호 줄기 추출물을 처리한 HepG2 세포의 세포생존율은 흑노호 줄기 추출물 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 및 400 ㎍/㎖ 농도에서 각각 100.3 ± 1.1%, 101.0 ± 1.8%, 및 99.9 ± 2.1%를 나타내었다 (Fig. 2A).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of Kadsura coccinea stem ethanol extract on human hepatoma HepG2 cells.
            (A) Percentage of viable cells was calculated with control cells. (B) Percentage of viable cells was calculated with control (+) on hydrogen peroxide stimulated HepG2 cells. KC100, 200, 400 means K. coccinea stem extracts each 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, and 400 ㎍/㎖. Results are expressed as percent control and represent means ± standard deviations (SD) of three independent experiments. *Means with letters on the bar are significantly different from each other at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        흑노호 줄기 추출물의 처리 농도 400 ㎍/㎖까지 증가하여도 간세포 HepG2의 세포 활성 (cell viability, % of control)이 줄어들지 않고 유지되는 것으로 확인되어 세포독성은 없는 것으로 판단되었다. 또한 간세포 HepG2에 과산화수소 (1 mM)을 처리한 후 흑노호 줄기 추출물을 처리한 결과 흑노호 줄기 추출물의 농도가 증가함에 따라 간세포 HepG2의 활성이 증가하는 것으로 확인되었다 (Fig. 2B).

        과산화수소 (1 mM)을 처리한 후 흑노호 줄기 추출물 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 및 400 ㎍/㎖을 처리한 결과 각각 110.0 ± 5.4%, 132.0 ± 5.9%, 153.2 ± 2.9%의 세포 생존율을 보여 농도 유의적으로 세포생존율이 증가하는 것으로 확인되었다 (Fig. 2B).

        과산화수소는 세포에서 많이 발견되는 활성산소종으로, 세포막 통과가 용이하여 외부자극에 빠르게 반응하여 산화적 스트레스를 증가시킴에 따라 미토콘드리아 막전위를 감소시켜 미토콘드리아 내부의 cytochrome c 방출을 촉진시켜 caspase-9과 caspase-3의 활성화를 통해 apoptosis를 유발시키는 것으로 알려져 있다 (Kim et al., 2010).

        따라서 본 연구에서의 흑노호 줄기 추출물은 간세포 HepG2에 독성을 보이지 않으며, 과산화수소와 같은 산화 및 apoptosis로부터 HepG2 세포를 보호하는 것으로 판단된다.

      

      
        4. 활성산소종(ROS) 생성 억제
        본 연구에서 흑노호 줄기 추출물의 간세포 HepG2에 대한 활성산소종 (reactive oxygen species, ROS) 생성 억제 효과를 분석하였다.

        Dichlorodihydrofluorescein-diacetate (DCFH-DA)는 세포를 투과하며 비형광 특성을 가지는 염료로서 DCFH-DA를 세포에 처리하면 세포 내로 침투하여 DCFH으로 변환되고 상기 DCFH가 세포 내에 존재하는 ROS의 의해 산화되면 형광특성을 가지는 2,7-dichlorodihydrofluorescein (DCF)으로 변환된다 (Yu et al., 2021). 따라서 DCFH-DA를 세포에 처리한 후 유세포 분석을 통해 형광분석을 수행하면 세포 내에 존재하는 ROS의 양을 산출할 수 있게 된다.

        분석 결과 흑노호 줄기 추출물의 처리양이 많을수록 형광의 세기가 낮은 것으로 확인되었다. HepG2 세포에 과산화수소 1 mM을 처리한 결과, ROS는 3.2 ± 0.4%에서 100.0%로 증가하였고, 형광 이미지에서도 뚜렷한 차이를 보였다 (Fig. 3A).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of Kadsura coccinea stem ethanol extract on reactive oxygen species determined by DCFH-DA assay showing 	reduction in intracellular ROS.
            (A) Fluorescence microscopic images of intracellular ROS production by DCFH-DA staining (green) in HepG2 cells. (B) Fluorescence intensity of DCFH-DA in different treated HepG2 cells. Percentage of intensity was calculated with control (+) cells. KC100, 200, 400 means K. coccinea stem extracts each 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, and 400 ㎍/㎖. Results are expressed as percent control (+) and represent means ± standard deviations (SD) of three independent experiments. *Means with letters on the bar are significantly different from each other at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        흑노호 줄기 추출물 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 및 400 ㎍/㎖ 농도에서 생성된 ROS는 과산화수소 처리군 대비 각각 48.5 ± 9.1%, 33.7 ± 7.0%, 및 28.5 ± 5.2%로 농도 유의적으로 감소하는 것이 확인되었다 (Fig. 3B). 이는 흑노호 줄기 추출물이 과산화수소 처리된 간세포 Hep2의 활성산소종 생성을 억제한다는 것을 의미한다.

        Jeon 등 (2021)의 연구에서는 B16F10 미백세포에 UVA 또는 UVB 조사하여 ROS 독성을 유발하여 K. coccinea 과실, 잎, 줄기 및 뿌리 등의 부위별 추출물을 처리한 결과 ROS가 억제되는 것을 확인하였다.

        또한 Lu 등 (2022)에 따르면 정맥내피세포 (HUVEC)에 과산화수소를 처리하여 ROS를 유발하여 K. coccinea 과일에서 정제한 페놀성 화합물이 포함된 추출물을 200 ㎍/㎖ 수준으로 처리하였을 때 ROS 함량은 각각 50% 이상 감소시키는 연구결과도 보고되었다.

        이는 K. coccinea 추출물은 세포 내 다양한 외부요인에 의해 유발된 ROS 생성을 억제 또는 제거하고 손상된 세포를 보호하는 것으로 보인다.

      

      
        5. 항산화 효소 관련 유전자 활성 변화
        항산화 효소 SOD는 세포에 존재하는 O2- (superoxide radical)을 과산화수소와 산소로 분해하는 효소로 free radical 및 활성산소를 제거하는 효소이며, CAT는 SOD에 의해 분해되어 생긴 과산화수소를 산소와 물로 분해하는 효소이다. GPx1는 2차로 과산화수소를 산소와 물분자로 분해하는 효소이며, 과산화지질을 분해하여 해독시키는 글루타치온의 활동을 촉진하는 효소이다 (Ighodaro and Akinloye, 2018).

        따라서 ROS 생성억제 등 항산화 효능이 우수한 흑노호 줄기 추출물의 간세포 HepG2에 대한 항산화 효소활성을 유전자 발현 수준에서 분석하였다.

        HepG2 세포에 과산화수소 (1 mM)를 처리하고 흑노호 줄기 추출물을 농도별로 처리한 후 superoxide dismutase 1 (SOD1), glutathione peroxidase 1 (GPx1) 및 catalase (CAT)의 mRNA 발현 차이를 분석하였다. 과산화수소 (1 mM) 처리에 의해 HepG2 세포 내 항산화 효소 SOD1, GPx1 및 CAT는 mRNA 발현이 무처리군에 비해 유의적으로 감소하였다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Expression analysis of antioxidant-related genes (A) superoxide dismutase 1 (SOD1), (B) glutathione peroxidase 1 (GPx1) and (C) catalase (CAT) on Kadsura coccinea stem ethanol extract in HepG2 cell.
            Results are expressed as percent control (+) and represent means±standard deviations (SD) of three independent experiments. Percentage of viable cells was calculated with control (+) cells. KC100, 200, 400 means K. coccinea stem extracts each 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 400 ㎍/㎖. Results are expressed as percent control and represent means ± standard deviations (SD) of three independent experiments. *Means with letters on the bar are significantly different from each other at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        흑노호 줄기 추출물 400 ㎍/㎖ 농도 처리구에서 SOD는 무처리군 대비 63.5% 수준으로 항산화 효소 활성이 회복되는 것을 알 수 있었다 (Fig. 4A). GPx1은 흑노호 줄기추출물을 400 ㎍/㎖ 농도 수준으로 처리하였을 때 92.1%까지 활성이 크게 증가하였으며 (Fig. 4B), CAT의 경우에는 104.1%로 과산화수소 무처리군과 동일한 수준까지 회복되었으며 통계적으로 유의한 결과를 나타내었다 (Fig. 4C).

        Zhang (2022) 등에 따르면 흑노호 과일 추출물은 흰 닭의 면역 기관의 발달을 촉진하고, 혈청 내 SOD 및 GPx 함량이 매우 증가한 것을 보고된 바 있다. 또한 고지방식으로 유발된 고지혈증 쥐에 흑노호 과일 다당류 섭취를 통해 간에 존재하는 SOD, CAT 및 GSH-Px의 효소활성이 대조군에 비해 유의하게 증가하였다고 보고하였다 (Long et al., 2022).

        이러한 결과로 흑노호 추출물은 외부의 다양한 산화 스트레스로부터 SOD, CAT 및 GPx1의 항산화 효소 활성을 증가시켜 항산화 체계를 보호하며, 세포가 손상되는 것을 예방할 수 있는 것으로 보인다. 본 연구에서는 흑노호 줄기 추출물은 항산화 활성을 갖으며, 에탄올과 아세트알데하이드의 분해 활성을 높이며, 과산화수소 처리로 유발된 간세포의 산화적 손상으로부터 간세포를 효과적으로 보호할 수 있는 특성을 갖는 것으로 보인다.

        또한, Kadsura 속 과실 추출물에는 favonol (quercetin), flavanone (naringenin), anthocyanidins (cyanidin and delphinidin) 등이 풍부하며, 이들 플라보노이드 계열은 항산화 활성 및 당뇨 관련 주요 효소 억제에 관여하는 것으로 보고되었다 (Sritalahareuthai et al., 2020). 그리고 Kadsura 속 과실에서 분리된 리그난 유사체인 2,2′-cyclolignans, heilaohuguosus A와 L, tiegusanin I 그리고 kadsuphilol I은 N-acetyl-p-aminophenol (APAP)로 독성이 유발된 HepG2 세포에 10 μM 처리 시 세포 생존율은 각각 53.5 ± 1.7%, 55.2 ± 1.2%, 52.5 ± 2.4%, 54.0 ± 2.2%로 우수한 간 보호 활성을 보였다 (Jia et al., 2021).

        따라서 흑노호 줄기는 간을 보호하는 건강기능식품으로서 이용가치가 높을 것으로 기대되며, 하지만 산업화를 위해서 흑노호 줄기에 포함된 주요 화합물의 분석 및 상호작용 등에 관한 추가적인 연구가 필요하다고 생각된다.
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