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            초록
          
        

        
          The purpose of this study was to examine the anti-oxidative activities of water-ethanol fractions (SP 0, SP 30, SP 60, SP 80, SP 100, respectively) obtained from 70% ethanol extract of Spiraea prunifolia var. Simpliciflora (SP). To determine antioxidant activities of each fraction, total polyphenol content, DPPH and ABTS radicals scavenging activities, and ferric reducing antioxidant power (FRAP) value were measured. Next, we established the inhibitory effects of SP fractions on H2O2-induced oxidative stress in B16F10 cells. The total polyphenol contents of the SP fractions were significantly higher in SP 30, 60, and 80, respectively, than in SP 0 and 100, and DPPH or ABTS radicals scavenging activities and FRAP values of SP 30, 60, and 80, respectively, were higher than those of SP 0. In particular, the total polyphenol content of the SP 60 was 304.77±0.31 mgGAE/g and DPPH radical scavenging activity was 0.03± 0.00 mg/mL, similar to that of the ascorbic acid, and the ABTS radical scavenging activity was at a level of 1/4-1/5 of the ascorbic acid. The FRAP value was 1269.88 ± 12.01 mg ISHE/g. As a result, the SP 60 showed a significantly higher antioxidant capacity compared to other fractions. All of the fractions showed no cytotoxicity up to 125 μg/mL in the B16F10 cells. The SP fractions showed strong cytoprotective effects in H2O2-treated B16F10 cells by reducing the ROS production and DNA damage (p<0.05) and increasing the enzyme activities of SOD and catalase (p<0.05). The anti-oxidant activities were highest at SP 60, followed by SP 80 and SP 30, respectively. Aside from the above results, SP is expected to be used as a functional food and cosmetic material with excellent antioxidant capacity.
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      Ⅰ. 서론
      피부는 자외선, 미세 먼지, 오염물질 등의 외부 스트레스에 노출될 때 주위의 화합물과 빠르게 반응하는 활성 산소종(reactive oxygen species, ROS)을 발생하며, ROS는 superoxide anion(O2·-), hydroxyl radicals (·OH), 그리고 non radical hydrogen peroxide(H2O2)와 같은 free radical을 포함한다. 이는 화학적으로 반응하여 DNA, 단백질, 탄수화물, 지질 등을 손상 시킬 수 있고, 과도한 ROS가 세포의 방어체계를 무너뜨리게 되면 산화 환원 항상성을 변화시켜 산화적 스트레스를 유발한다. 이렇게 발생한 산화적 스트레스는 AIDS, 파킨슨병, 알츠하이머와 같은 인간의 퇴행성 질환의 주요한 위험요인으로 알려져 있으며 노화, 특히 피부노화의 발생기전으로도 알려져 있다(홍재기, 2009). 인체는 산화적 스트레스에 대한 보호기전으로 다양한 항산화 방어시스템을 보유하고 효소에 의한 방어기전과 비효소적 방어기전으로 나뉜다. 효소적 보완체계에는 항산화 효소인 superoxide dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GPx), catalase(CAT), thirodoxin reductase 등이 인체 내에서 작용하고 있으며 이들 효소들은 상호보완하여 활성산소를 제거할 수 있다(Curtin et al., 2002). 비효소적 보완체계로는 항산화 물질에 의한 것으로 이들은 항산화 효소에 의해 제거되지 않는 활성산소들을 제거할 수 있다(형인혁 외, 2006). 체내에 활성산소의 농도가 지나치게 높거나 방어기능이 저하되는 상황에서는 인체가 기본적으로 지닌 효소적 또는 비효소적 항산화 기능만으로 산화적 스트레스를 완전히 제어하기가 어렵고 비효소적 항산화 물질들은 외부에서 공급되는 것도 유사한 효능을 보이기 때문에 최근 항노화 물질로 항산화제에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있다(Coleman et al., 2003; Lee et al., 2003; Thaipong et al., 2006).

      비효소적 항산화제는 α-tocopherol, L-ascorbicacid, carotenoids, flavonoids 등이 있다. 이중 flavonoid는 페놀성 화합물로 식물에 많이 함유되어 있고, 특히 일부 식물 소재는 항산화능이 α-tocopherol이나 L-ascorbic acid보다 크다는 연구도 보고되어 있다(박수남, 1997). 이에 자연 친화적이고 환경 지향적인 최근의 소비 트렌드에 따라 flavonoid와 같은 다양한 천연 소재를 이용한 기능성 식품과 천연화장품의 개발 시장이 확대되고 있다(김지은 외, 2019; Shim et al., 2017).

      장미과(Rosaceae)에 속하는 조팝나무(Spiraea prunifolia)는 함경도를 제외한 한반도 전역과 중국, 일본 등에 약 10종 6변종 16종류가 자생하며 예부터 중국에서는 어린잎이나 과실, 뿌리를 이뇨제, 해독제, 염증 치료제 및 진통제로 사용해왔다(배지영 외, 2012; 이은희 외, 1996). 심미옥 외(2017)은 조팝나무(Spiraea prunifolia Sieb. et Zucc. var. simpliciflora Nakai) 뿌리 열수 추출물이 면역세포에서 항산화 및 항염 작용이 있음을 보고하였고 다른 연구에서도 조팝나무의 뿌리 추출물이 신경세포를 보호하고 항암 효능이 있다고 보고되었다(심미옥 외, 2017; 오선민 외, 2018; 이은희 외, 1996). 그러나 아직 조팝나무의 가지와 잎을 포함한 에탄올 추출물에 대한 연구는 이루어지지 않았으므로 본 연구에서는 조팝나무(Spiraea prunifolia var. simpliciflora) 가지와 잎의 에탄올 추출물에 대하여 물-에탄올 분획물을 얻어 이들의 항산화 활성을 측정함으로서 항산화능이 높은 분획물을 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구재료 및 방법
      
        1. 조팝나무 분획물 및 분획물 제조
        본 실험에 사용된 조팝나무(Spiraea Prunifolia var. Simpliciflora)는 충북 영동에서 2018년 10월에 채취하였으며 뿌리와 과실을 제외하고 가지와 잎을 사용하였다. 본 연구에서는 조팝나무 성분들을 추출하는 과정에서 항산화활성을 최대한 보유하고 추출효율도 높일 수 있는 방법으로 용매의 비등점 이하에서 추출을 수행하였다. 조팝나무 중량의 8배수 양의 70% 에탄올을 첨가하여 70℃에서 3시간동안 3회 반복 교반 추출하고 추출액을 모두 합하여 여과지(Advantec No.3, Toyo Roshi Kaisha, Ltd, Tokyo, Japan)를 이용하여 여과한 후 회전증발농축기를 사용하여 농축하였다. 얻어진 추출물에 대하여 극성에 따른 분획을 실시하였다. 분획은 H2O-EtOH 혼합용액을 용출용매로 사용하고 흡착제로 HP20 resin을 사용하여 column chromatography를 실시하였다. 총 5개의 분획물[SP 0; H2O-EtOH(100:0), SP 30; H2O-EtOH (70:30), SP 60; H2O-EtOH(40:60), SP 80; H2O-EtOH(20:80), SP 100; H2O-EtOH(0:100)]을 얻어 회전증발농축기로 농축한 후 -20℃에 보관하며 실험에 사용하였다[그림 1].
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            조팝나무 추출물 및 분획물 제조 방법
          
          

          

        

      

      
        2. 총 폴리페놀 함량 측정
        총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법(Folin & Denis, 1912)으로 측정하였다. 2N Folin-Ciocalteu’s phenol reagent(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 시약과 증류수를 섞은 혼합액과 분획물을 1:1로 섞어 암실에 방치한 뒤 20% sodium carbonate(Na2CO3,Junsei Chemical, Chuo-ku, Japan) 150µL를 첨가해 반응 시키고 ELISA reader(Microplate absorbance spectrophotometer, Bio-rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)를 이용하여 765nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 gallic acid(Sigma-Aldrich Co.)를 표준물질로 사용하여 작성한 표준곡선으로부터 각 분획물 내의 총 폴리페놀 함량을 산출하였다.

      

      
        3. 항산화 활성 측정
        각분획물의DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)에 대한 라디칼 소거능은 Blois법(Blois, 1958)을 이용하여 측정하였다. 31.3, 62.5, 125.0, 250.0, 500.0, 1000.0µg/mL 의 농도로 희석한 분획물에 0.15mM DPPH 용액을 섞어 암실에 방치한 후, ELISA reader을 이용하여 517nm에서 흡광도를 측정하였다. ABTS [2,2’-anzinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)] 라디칼 소거능은 Fellegrini et al.(1999)의 방법으로 측정하였다. 7mM ABTS용액과 140mM K2S2O8 (Sigma-Aldrich Co.)를 잘 혼합한 혼합용액을 absolute ethanol과 1:88의 비율로 섞어 사용하였다. 농도별로 희석한 분획물 10µL에 ABTS 혼합용액 200µL를 혼합하여 암실에 방치한 후, ELISA reader를 이용하여 734nm에서 흡광도를 측정하였다. DPPH 라디칼 소거능과 ABTS 라디칼 소거능을 농도별로 산출하여 IC50값을 구하였고 양성대조군으로는 모두 ascorbic acid를 사용하였다. 분획물의 FRAP에 의한 환원력은 Benzie와 Strain법(Benzie & Strain, 1996)으로 측정하였다. 300mM Sodium acetate buffer(pH 3.5), 10mM TPTZ(2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine)와 20mM FeCl3∙6H2O를 각각 10:1:1(v/v/v)의 비율로 섞어 FRAP reagent를 제조하였다. 농도별로 희석한 분획물 10µL 와 FRAP reagent 300µL 혼합하여 37℃에서 10분간 반응시킨 뒤 ELISA reader를 이용하여 593nm에서 흡광도를 측정하였다. 결과 값은 농도별로 제조한 표준물질 FeSO4․7H2O의 검량곡선에 의거하여 FRAP value를 산출하였다.

      

      
        4. B16F10 세포 배양
        본 연구에서는 소재의 항산화능이 확인될 경우 화장품 소재로 개발할 목적을 가지고 있었으므로 실험에 사용된 세포는 murine melanoma 세포주인 B16F10 세포를 사용하였다. 세포는 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양받아 사용하였다. 세포는 10% FBS(fetal bovine serum; Gibco, NY, USA)과 1% penicillin-streptomycin(Pen Strep; Gibco)을 첨가한 Dulbecco’s modified Eagle medium(DMEM; Gibco)을 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator(BB15, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)에서 배양하였다.

      

      
        5. 분획물의 세포 독성 평가
        각 조팝나무 분획물의 세포 독성은 water soluble tetrazolium(WST)을 이용한 cell proliferation assay를 실시하여 평가하였다. 96-well 배양 용기에 1X106 cells/mL 의 농도로 희석한 B16F10 세포액을 분주하여 24시간 동안 배양하여 부착 및 안정화 시킨 후, 분획물을 농도별(0, 15.6, 31.3, 62.5, 125.0, 250.0µg/mL)로 처리하여 24시간 전배양 하였다. 배양이 끝난 후 EZ-Cytox WST assay reagent(Dogenbio Co., Ltd., Seoul, Korea)를 각 well에 10µL씩 첨가한 후, 37℃, 5% CO2 조건에서 3시간 동안 반응시켜 ELISA Reader(Microplate absorbance spectrophotometer, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)를 이용하여 450nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. B16F10 세포 내 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 측정
        세포 내 활성산소의 농도 변화가 발생하는지 측정하기 위하여 형광 probe로 dichlorofluorescin diacetate (DFC-DA; Sigma, USA)를 이용하였다. DCF-DA는 비형광물질로 세포 내 H2O2와 같은 과산화물이 존재 할 때 ROS에 의해 산화되고 2,7-dichlorofluorescein로 탈에스틸화되어 형광을 띄게 된다(서승희 외, 2013). 96-well 배양 용기에 5×104 cells/well의 농도로 B16F10 세포액을 분주하여 24시간 동안 부착 및 안정화 시킨 후, 125µg/mL 농도의 조팝나무 분획물과 24mM H2O2를 처리한 후 24시간 동안 배양하였다. 배양 이후에 PBS로 세척하고, DCF-DA (20µM)를 첨가하여 30분간 반응시켜 Beckman Coulter DTX 800 Multimode Detector (Indianapolis, IN, USA)를 이용하여 excitation 485nm, emission 535nm에서 DCF fluorescence를 측정해서 ROS의 변화량을 측정하였다.

      

      
        7. 세포 내 항산화 효소 활성 측정(SOD와 catalase 활성)
        조팝나무 분획물의 세포 내 항산화 효소의 활성을 평가하기 위하여 SOD와 catalase 활성을 측정하였다. 24-well 배양 용기에 1×106 cells/mL 농도로 세포액을 분주하여 24시간 동안 부착 및 안정화 시킨 후, 125µg/mL 농도의 조팝나무 분획물 처리한 후 24시간 동안 배양하였다. 배양이 끝난 후 PBS로 세척한 뒤, 24mM H2O2를 30분간 처리한 후 다시 세척하였다. Trypsin EDTA(Gibco, Gland Island, NY, USA)를 이용하여 세포를 회수한 뒤 lysis buffer(0.1M Tris/HCl, pH 7.4, 0.5% triton X-100, 5mM β-Me, 0.1mg/mL pheny-lmethane sulfonyl fluoride) 200µL를 첨가한 후 3분 동안 초음파 처리하여 세포를 파쇄하고 균질화하였다. B16F10세포의 SOD 활성은 세포용액을 14,000g에서 5분간 원심 분리한 후 상등액을 얻어 SOD activity assay kit(Biovision Inc., Milpitas, CA, USA)를 이용해 측정하였고, catalase 활성은 균질화시킨 세포용액을 1,000g에서 15분간 원심 분리한 후 상등액을 취하여 catalase activity colorimetric/ fluorometric assay kit(Biovision Inc., Milpitas, CA, USA)를 이용해 측정하였다.

      

      
        8. Single cell gel electrophoresis assay(comet assay)
        24-well 배양 용기에 5×105 cells/mL 의 농도로 세포액을 분주하여 24시간 동안 부착 및 안정화 시킨 후, 125 µg/mL 농도의 조팝나무 분획물을 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 배양이 끝난 후 PBS로 세척하고 24mM H2O2를 15분간 처리한 후 다시 PBS로 세척하고 trypsin EDTA(Gibco, Grand Island, NY, USA)를 이용하여 세포를 회수하였다. 회수한 세포를 0.75% low melting agarose gel(LMA)과 섞어 0.5% normal melting agarose gel(NMA)이 미리 도포된 슬라이드에 분주하였다. 그 후 alkaline lysis buffer(2.5M NaCl, 100mM Na2EDTA, 10mM Tris, pH 10, 10% DMSO, 1% Triton X-100)에서 1시간, electrophoresis buffer (300mM NaOH, 1mM Na2EDTA, pH 13)에서 40분 동안 암실에서 정치시킨 후, 전기영동을 실시하였다. 전기영동이 끝난 후 0.4M Tris buffer(pH 7.5)에서 세척 및 DNA를 20µg/mL ethidium bromide로 염색하여 light microscope(DM 2000, Leica Co., Wetamar, German)을 이용하여 관찰하였다. 분석은 Komet 5.5 image analyzing system(Andor Co., Nottingham, UK)를 이용하여 각 샘플마다 50개의 DNA를 무작위로 선택하여 분석하였다. DNA손상 정도는 핵으로부터 이동하여 퍼져나간 DNA의 분율(tail-DNA, %)과 DNA파편의 길이(tail length), tail-DNA와 tail length를 곱한 값인 tail moment로 나타내었다.

      

      
        9. 통계분석
        실험 결과에 대한 분석은 SPSS/Windows 24.0(Statistical Package for the Social Science, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 통계분석을 실시하였고 모든 결과는 평균과 표준편차로 나타내었다. 실험 결과의 각 군간 평균값의 차이는일원배치 분산분석(one-way ANOVA) 후 Duncan’s multiple range test를 이용하여 α=0.05 수준에서 유의성을 검증하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 조팝나무 70% 에탄올 추출물의 수율
        조팝나무 70% 에탄올 추출물의 수율은 3.72%이었다. 용매추출은 일반적으로 추출온도가 높아질수록 추출효율이 증가하지만(정문호, 최용희, 1990) 에탄올 비등점 이상에서 환류추출은 시료의 항산화 효능에 영향을 미치게 되므로 비등점 이하에서 용매추출하였다. 조팝나무는 함경도를 제외한 전국에서 자생하고 있으며 생육도 순조롭기 때문에 쉽게 구할 수 있고 가을에 가지 등을 채취하기가 쉬우므로 이러한 방법의 추출이 비록 수율은 높지 않지만 경제적이고 대량생산이 가능하여 항산화능이 있는 소재의 개발과정에서는 의의가 있다고 볼 수 있다<표 1>.

        
          <표 1> 
				
          

          
            조팝나무 70% 에탄올 추출물의 수율
          
          

        

        
          
            
              	시료명
              	추출조건
              	중량(kg)
              	건조중량(g)
              	수율(%)
            

          
          
            	Spiraea prunifolia var. simpliciflora
            	70% EtOH
            	6.8
            	253.3
            	3.72
          

        

        

      

      
        2. 조팝나무 분획물의 총 폴리페놀 함량 및 항산화 활성
        조팝나무 분획물의 항산화 활성을 알아보기 위하여 수행한 실험 결과는 <표 2>과 같다. 조팝나무 분획물들의 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과, SP 60군(304.77±0.31 mgGAE/g)의 총 폴리페놀 함량이 가장 높았고, 그 다음으로 SP 30(300.14±0.30mgGAE/g) > SP 80(217.18±0.22 mgGAE/g) > SP 100(74.22±0.07 mgGAE/g) > SP 0(23.11±0.02mgGAE/g) 순서로 폴리페놀 함량이 높았다. 본 연구의 조팝나무와 유사한 장미과에 속하는 참조팝나무(Spiraea fritschiana Schneid)의 지상부의 메탄올 분획물에서는 폴리페놀 함량이 212.78µgGAE/mg으로 측정되어(최은영 외, 2016; 현선희 외, 2007), 본 연구의 SP 60과 SP 30 분획물의 폴리페놀 함량이 더 높음을 알 수 있었다. 추출식물계에 널리 분포되어 있는 페놀성 화합물은 2차 대사산물의 하나로, 다양한 구조와 분자량을 가진다. 페놀성 물질은 phenolic hydroxyl기를 가지는 방향족 화합물로 단백질, 거대분자와 같은 여러 화합물과 쉽게 결합하여 항산화 같은 생리활성을 나타내며, 암, 심장질환, 당뇨병 등에 대한 예방효과가 있는 것으로 보고되었다(정민숙 외, 2004; Azuma et al., 1999). 최문희, 신현재(2015), Kim et al.(2018)에 의하면 폴리페놀 함량은 항산화능과 양의 상관관계를 가지고 있어 폴리페놀 함량이 높을수록 항산화 활성이 높다고 보고하였다. 이전부터 대표적인 항산화 활성 물질로 이용되고 있는 ascorbic acid, catechin, α-tocopherol과 같은 천연 항산화제, butylated hydroxyanisole(BHA), butylated hydroxy-toluene(BHT)등의 합성 항산화제가 있지만, 합성 항산화제는 생체에서 일으키는 부작용 등의 안전성 논란이 있어 식품 및 의약품에의 사용이 규제되었다(최석영, 양규환, 1982). 따라서 본 실험의 소재인 조팝나무 분획물은 항산화능이 높을 것으로 예측되므로 식품 및 의약품에 항산화제로서 적용이 가능할 것으로 사료된다.

        
          <표 2> 
				
          

          
            조팝나무 분획물의 총 폴리페놀 함량 및 항산화 활성
          
          

        

        
          
            
              	실험군
              	총 폴리페놀
(mgGAE/g)1)
              	IC50(mg/mL)2)
              	FRAP 값
(mgISHE/g)3)
            

            
              	DPPH 라디칼 소거능
              	ABTS 라디칼 소거능
            

          
          
            	SP 0
            	23.11±0.024,5)a
            	5.45±0.48b
            	34.31±8.14b
            	49.05±1.54a
          

          
            	SP 30
            	300.14±0.30d
            	0.06±0.00a
            	0.44±0.01a
            	517.5±12.8c
          

          
            	SP 60
            	304.77±0.31d
            	0.03±0.00a
            	0.37±0.00a
            	1269.88±12.01d
          

          
            	SP 80
            	217.18±0.22c
            	0.08±0.01a
            	0.45±0.02a
            	520.57±10.47c
          

          
            	SP 100
            	74.22±0.07b
            	0.08±0.00a
            	2.57±0.05a
            	486.23±8.88b
          

        

        
          
            1)GAE: 갈산 당량.
          

          
            2)라디칼을 50% 소거할 수 있는 시료의 양, 단위는 mg/mL.
          

          
            3)ISHE: 황산철 당량(FeSO4 7H2O).
          

          
            4)모든 결과는 평균±표준편차로 나타냄(반복수=3).
          

          
            5)위첨자(a-d)를 공유하는 실험군 간에는 차이가 없음을 나타냄(p<0.05).
          

        

        

        조팝나무 분획물들의 항산화 활성을 측정하기 위한 다양한 분석 방법 중 일반적으로 이용되는 DPPH, ABTS 라디칼 소거능을 측정한 결과, DPPH 라디칼 소거능의 IC50값은 SP 0(5.45±0.48mg/mL), SP 30(0.06±0.00 mg/mL), SP 60(0.03±0.00mg/mL), SP 80(0.08±0.01 mg/mL), SP 100(0.08±0.00mg/mL)으로 SP 60군에서 가장 높은 DPPH 라디칼 소거능을 나타냈다. IC50값으로 나타낸 ABTS 라디칼 소거능은 SP 0~SP 100 까지 각각 34.31±8.14mg/mL, 0.44±0.01mg/mL, 0.37±0.00mg/mL, 0.45±0.02mg/mL, 2.57±0.05mg/mL 으로 DPPH 라디칼 소거능과 마찬가지로 SP 60군이 가장 높은 소거능을 나타냈다. 조팝나무 분획물 중 폴리페놀 함량이 가장 높았던 SP 60의 DPPH 라디칼 소거능은 양성대조군으로 사용된 ascorbic acid(0.02±0.00mg/mL)와 유사하였고 ABTS 라디칼 소거능은 ascorbic acid(0.08±0.00mg/mL)에 비하여 1/4 ~1/5 정도의 효능을 나타냈다. 따라서 조팝나무 분획물 중 SP60은 상당히 높은 항산화 활성을 지니고 있다고 사료된다. 이준영 등(2014)의 장미과 식물 줄기의 항산화 활성 연구에서 가장 우수한 항산화 활성을 보인 쉬땅나무 줄기 추출물의 라디칼 소거능은 RC50값(DPPH: 0.47±0.03mg/mL, ABTS: 0.52±0.05mg/ mL)를 보여 본 연구에서 사용한 조팝나무 분획물들은 유사한 식물들에 비해서도 훨씬 높은 항산화 활성을 가지고 있음을 확인할 수 있다.

        또한 ferric tripyridyltriazine(Fe3+-TPTZ)복합제가 환원제에 의해 ferrous tripyridyltriazine(Fe2+-TPTZ)으로 환원되는 철이온 환원력으로 항산화능을 평가하는 FRAP 값(mgISHE/g)은 SP 0~SP 100 까지 각각 49.05±1.54mg ISHE/g, 517.5±12.8mg ISHE/g, 1269.88±12.01mg ISHE/g, 520.57±10.47mg ISHE/g, 486.23±8.88mg ISHE/g 으로 역시 SP 60군의 FRAP 값이 다른 군들 보다 유의하게 높았다(p<0.05).

        이와 같은 결과들을 종합하여 볼 때 조팝나무 분획물들의 우수한 항산화 효능을 확인 할 수 있었으며 이중 특히 SP 60군이 가장 우수한 것을 알 수 있었다.

      

      
        3. 조팝나무 분획물의 세포 독성 평가
        조팝나무 분획물이 B16F10 세포의 생존율에 미치는 영향을 확인하기 위하여 세포 배양 후 조팝나무 분획물을 0, 15.6, 31.3, 62.5, 125.0, 250.0µg/mL 농도로 첨가한 후 24 시간 동안 배양 한 뒤, WST(water soluble tetrazolium salts) assay를 실시한 결과는 [그림 2]와 같다. So et al.(1999)의 연구에 의하면 조팝나무 메탄올 추출물을 RAW 264.7 세포에 48시간 처리하였을 때 200 µg/mL 농도까지 세포 생존율에 영향을 미치지 않아, 저농도에서의 조팝나무 추출물은 비교적 세포에 안정한 추출물이라고 보고하였다(So et al., 1999). 본 연구 결과, 조팝나무 분획물 모두에서 125μg/mL 까지 세포 생존율에 영향을 미치지 않는 것을 확인하였으며 이 결과를 바탕으로 이후 B16F10 세포 대상 항산화 효능평가는 모든 분획물의 농도 125µg/mL 에서 진행하였다.

        
          
          

          [그림 2] 
				
          

          
            조팝나무 분획물 처리 후 세포 생존율
          
          

          

        

      

      
        4. 조팝나무 분획물의 ROS 억제능
        인체 내 활성산소에 의한 산화적 스트레스는 노화의 발병과 진행에 큰 영향을 미치며, 특히 피부의 노화를 촉진시킨다(Sander et al., 2002). 세포가 산화적 스트레스를 받게 되면 세포질 내의 효소작용에 의해 ROS가 생성되고 생체의 항산화 기전이 작동되나 ROS가 과도하게 생성되어 미처 처리되지 못하면 과잉의 ROS가 조직을 손상시키고 대사변화를 일으킨다(Fridlyand, Philipson, 2005). H2O2로 산화적 스트레스가 유도된 B16F10 세포에서 조팝나무 분획물의 ROS 억제능을 측정한 결과는 [그림 3]과 같다. B16F10 세포에 산화적인 스트레스를 주기 위하여 배양액에 H2O2를 처리한 결과 산화적인 스트레스를 유발하지 않은 세포(정상세포군)에 비해 ROS 생성량이 16% 증가하였다. H2O2와 함께 분획물들 SP 0, SP 30, SP 60, SP 80, SP 100을 125µg/mL 의 농도로 배양액에 처리하였을 때 H2O2만 처리하고 분획물을 처리하지 않은 군(대조군)에 비해 ROS 생성량이 유의하게 감소하였다(p<0.05). 각 분획물 처리시 그 효과는 조금씩 다르게 나타났는데, 대조군에 비하여 ROS생성량이 SP 0군은 13%, SP 100군 11%, SP 30과 SP 80 군의 경우 20%, 그리고 SP 60군에서는 21% 감소하였다. 이중 가장 억제효과가 높았던 분획물인 SP 60 처리 시 ROS 생성량은 H2O2로 산화적 스트레스를 주지 않은 정상군과 거의 차이가 없는 수준으로 강력한 세포보호효과를 확인할 수 있었다. 심미옥 외(2017)는 조팝나무 뿌리의 열수 추출물을 RAW 264.7 세포에 처리하였을 때 125㎍/mL 의 농도에서 유의하게 억제효과를 보였다고 보고하여 소재와 추출방법, 실험한 세포주 간에 차이가 있으나, 조팝나무는 산화적 스트레스로부터 세포를 보호하는 효과를 보유하는 성분을 보유하는 것으로 볼 수 있다.

        
          
          

          [그림 3] 
				
          

          
            H2O2로 산화적 스트레스를 유발한 B16F10 세포에서 조팝나무 분획물(SP 0~100) 처리에 의한 활성산소종(ROS) 생성량.
            위첨자(a-d)를 공유하는 실험군 간에는 차이가 없음을 나타냄(p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        5. 조팝나무 분획물의 항산화 효소 활성
        인체는 산화적 스트레스로 인한 조직의 손상을 보호하기 위한 보호체계로서 항산화 체계를 가지고 있고, 활성산소를 조절하기 위하여 SOD, catalase, glutathione등의 항산화 효소를 갖는다(김은혜, 이동권, 2009). SOD는 superoxide anion을 hydrogen peroxide로 치환시키고, 이는 catalase와 glutathione peroxidase(GSH-Px)에 의해 분해된다. 분해되지 않은 활성산소는 hydroxyl radical로 전환되어 DNA, 세포내 단백질, 세포막들에 손상을 야기하여 노화를 유발한다(김지현 외, 2008; Fridovich, 1978; Guemouri et al., 1991).

        조팝나무 분획물의 항산화 효소 활성을 확인하기 위해 H2O2를 처리하여 산화적 스트레스를 유발한 B16F10 세포에 조팝나무 분획물 처리 후 SOD와 catalase 활성을 측정한 결과는 <표 3>와 같다. SOD 활성을 측정한 결과, H2O2만 처리한 대조군의 SOD 활성(13.66±4.78U/mL)은 정상군(17.53±1.63U/mL)에 비하여 약 22% 감소하였으며(p<0.05), 분획물들을 125µg/mL의 농도로 H2O2와 함께 처리한 군들의 SOD 활성은 대조군에 비하여 유의하게 증가하였고 정상군 보다는 약 5% 낮은 값을 나타내었다(SP 0, SP 30, SP 60, SP 80, SP 100 군 각각 16.20±1.59 U/mL, 16.27±2.65U/mL, 16.27±1.53U/mL, 16.13±2.59 U/mL, 15.60±2.63U/mL).

        
          <표 3> 
				
          

          
            B16F10 세포에서의 항산화 효소 활성
          
          

        

        
          
            
              	실험군
              	SOD 활성(U/mL)
              	Catalase 활성(nmol/min/mL)
            

          
          
            	정상군
            	17.53±1.631)2)c
            	181.40±8.43c
          

          
            	대조군
            	13.66±4.78a
            	60.14±4.52a
          

          
            	SP 0
            	16.20±1.59bc
            	123.43±1.20b
          

          
            	SP 30
            	16.27±2.65bc
            	135.58±30.44b
          

          
            	SP 60
            	16.27±1.53bc
            	127.27±15.06b
          

          
            	SP 80
            	16.13±2.59bc
            	130.46±13.56b
          

          
            	SP 100
            	15.60±2.63ab
            	111.71±15.97b
          

        

        
          
            1)모든 결과는 평균±표준편차로 나타냄(반복수=3).
          

          
            2)위첨자(a-d)를 공유하는 실험군 간에는 차이가 없음을 나타냄(p<0.05).
          

        

        

        Catalase 활성을 측정한 결과, H2O2만 처리한 대조군의 catalase 활성은 60.14±4.52nmol/min/mL로 정상군(181.40±8.43nmol/min/mL)에 비하여 약 67% 감소하였다. 그러나 H2O2와 함께 조팝나무 분획물을 처리한 군들의 catalase 활성은 111.71~135.58nmol/min/mL 로 대조군에 비하여 모두 유의하게 높았고 활성은 정상군의 70% 수준으로 유의하게 증가하였다. 분획물들 중 활성이 가장 높게 측정된 분획물은 SP 30 이었고 그 다음은 SP 80와 SP 60이었으나 분획물 처리군 간의 유의한 차이는 보이지 않았다.

        따라서 B16F10 세포에 H2O2처리로 인하여 유도된 산화 스트레스에 대응하는 효소활성을 높여 활성산소를 처리하는 기능을 보인 조팝나무 분획물들은 산화적 스트레스를 완화시킬 수 있는 천연물 유래 항산화제로서의 가치가 있다고 볼 수 있다.

      

      
        6. DNA 산화적 손상에 대한 보호효과
        Comet assay는 세포수준에서의 DNA 손상에 대한 보호효과를 직접 확인할 수 있는 방법으로 DNA의 산화적 손상을 확인하는 연구에 많이 사용된다(Ostling & Johanson, 1984; Wasson et al., 2008). 조팝나무 분획물이 B16F10 세포에서 H2O2처리로 유도된 DNA 산화적 손상 억제 효과를 확인하고자 single cell gel electrophoresis assay(Comet assay)를 실시한 결과는 <표 4>과 같다. B16F10 세포에 H2O2를 처리하여 산화적 스트레스를 유발시킨 대조군은 정상군에 비하여 tail DNA (78.6%), tail length(87%), tail moment(96%)가 모두 유의하게 큰 폭으로 증가하였다(p<0.05). H2O2와 함께 처리한 조팝나무 분획물은 125µg/mL 농도에서 대부분 지표의 값을 낮추었다. 특히 H2O2만 처리한 대조군에 비하여 SP 60군의 tail DNA는 67.6%, tail length는 80.9%, tail moment는 91.4% 감소하여 DNA fragmentation이 정상군과 같은 수준으로 감소하였다(p<0.05). 이는 조팝나무 분획물이 강력한 항산화 기능으로 DNA 손상을 억제하여 세포를 보호하는 효과가 있는 것으로 사료된다.

        
          <표 4> 
				
          

          
            B16F10 세포에서 DNA fragmentation
          
          

        

        
          
            
              	실험군
              	Tail DNA(%)
              	Tail length(㎛)
              	Tail moment
            

          
          
            	정상군
            	3.53±0.431)2)a
            	4.86±0.50a
            	0.41±0.08a
          

          
            	대조군
            	16.52±1.25f
            	38.05±2.56d
            	10.35±1.28c
          

          
            	SP 0
            	10.67±1.13de
            	30.34±3.15bc
            	7.50±1.28bc
          

          
            	SP 30
            	6.68±0.68bc
            	10.82±0.95a
            	1.40±0.27a
          

          
            	SP 60
            	5.35±0.59ab
            	7.24±0.73a
            	0.89±0.15a
          

          
            	SP 80
            	8.30±0.87cd
            	23.83±2.64b
            	4.78±0.88b
          

          
            	SP 100
            	11.86±1.17e
            	34.04±4.13cd
            	9.64±2.15c
          

        

        
          
            1)모든 결과는 평균±표준편차로 나타냄.
          

          
            2)위첨자(a-d)를 공유하는 실험군 간에는 차이가 없음을 나타냄(p<0.05).
          

        

        

        이러한 결과는 비록 소재의 종류나 추출방법이 달라도 유사한 조팝나무의 항산화 효능을 검증한 최은영 외(2016)의 연구와 심미옥 외(2017)의 연구 결과를 뒷받침하는 결과라 할 수 있다.

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      본 연구는 조팝나무가 항산화 기능을 보유하는지 확인하고자 70% 에탄올 추출물을 물-에탄올 혼합물로 분획하여 얻은 5종 분획물(SP 0, SP 30, SP 60, SP 80, SP 100)의 항산화 효능을 평가하였다. 각 분획물의 총 폴리페놀 함량, DPPH, ABTS 라디칼 소거능 및 FRAP 값을 측정하였으며 세포 수준에서의 항산화 기능을 확인하기 위하여 H2O2로 산화적 스트레스를 유도한 B16F10 세포에 병행처리하고 ROS 생성, SOD와 catalase 활성을 측정하였으며 DNA손상에 대한 방어효과를 확인하였다. 연구결과 조팝나무 분획물들의 총 폴리페놀 함량은 SP 0과 100에 비하여 SP 30, 60, 80이 유의하게 높았으며 DPPH나 ABTS 라디칼 소거능과 FRAP값도 SP 0에 비하여 다른 분획물들이 높았다. 특히 SP 60군에서는 총폴리페놀 함량이 304.77±0.31mg GAE/g 었고 DPPH 라디칼 소거능은 0.03±0.00mg/mL 로 양성대조군인 ascorbic acid와 유사하였고, ABTS 라디칼 소거능은 0.37±0.00mg/mL 으로 ascorbic acid의 1/4~1/5 수준으로 나타났다. FRAP 값은 1269.88±12.01mg ISHE/g 로서 SP 60은 다른 분획물에 비하여 월등히 높은 항산화능을 보여주었다. B16F10 세포에 조팝나무 분획물을 처리하였을 때 모두 125µg/mL 까지 세포 독성이 나타나지 않았다. H2O2 처리로 산화적 스트레스를 유도한 B16F10 세포에서 조팝나무 분획물들은 모두 ROS의 생성량을 유의하게 감소시켰고(p<0.05) SOD와  catalase의 효소 활성을 유의하게 높였으며(p<0.05) 세포가 산화적 스트레스에 의해 DNA 손상이 일어나는 것을 유의하게 억제하여(p<0.05) 전반적으로 모든 지표에서 강력한 세포보호 효과를 보였다. 이러한 결과는 SP 60에서 가장 높게 나타났고 그 다음은 SP 80과 SP 30 순으로 나타났다.

      이상의 결과들로 미루어 조팝나무 분획물, 특히 SP 60군은 천연물 유래 항산화 소재로서 건강 기능 식품이나 천연 화장품의 원료로 유용하게 사용될 수 있다.
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