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논 문 개 요

26S proteasome은 진핵세포의 주요 protease로, 다양한 세포 경로를 조절

하고 잘못 접히거나 응집되기 쉬운 손상된 단백질을 제거하여 세포 내의 단

백질을 유지한다. NF-κB는 세포사멸을 억제하고 혈관신생, 세포 증식 및

이동을 유도하여 종양 형성에 결정적인 역할을 하는데, 26S proteasome은

세포질에서 비활성화 상태로 존재하는 NF-κB가 핵 안으로 이동하여 활성

화 상태가 되도록 유도한다. 따라서 26S proteasome의 억제는 NF-κB의 기

능을 조절하여 암 발생을 예방하는데 있어 중추적인 역할을 할 수 있다. 본

연구에서는 전 세계적으로 많이 소비되고 식물생리활성물질이 풍부한 십자

화과 채소 중 양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일을 선정하여 항암 및

항산화 효과를 확인하기 위해 간암 세포에서 채소류 추출물의 세포 증식,

항산화능 및 항산화 성분 함량, proteasome 억제 효과, NF-κB 활성 억제

효과를 평가하였으며, proteasome 억제 효과가 높았던 케일과 적양배추를

LC-MS를 통해 분석하였다. MTT assay를 이용한 세포 증식 실험에서 5가

지의 채소류 추출물 모두 유의적으로 세포 증식률을 감소시켰다(p<0.05).

DPPH, ABTS, CAA assay를 이용한 항산화능 측정 실험에서는 적양배추와

케일 추출물이 유의적으로 높은 항산화능을 보였다(p<0.05). 총 폴리페놀 및

총 플라보노이드 함량 측정을 이용한 항산화 성분 함량 측정 실험에서는 항

산화능 측정 실험 결과와 동일하게 적양배추와 케일 추출물이 유의적으로

높은 항산화 성분 함량을 나타냈다(p<0.05). Proteasome 역가 저해율 측정

실험 결과, 세포 추출물을 이용한 CE assay에서는 5가지의 채소류 추출물

이 모두 유의적으로 proteasome 억제 효과를 보이지 않았지만, 세포 내

proteasome 역가 저해율을 측정하는 CPIA assay에서는 5가지의 채소류 추

출물 모두 유의적으로 proteasome 억제 효과를 보였으며, 특히 케일 추출물
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이 농도 의존적으로 유의하게 가장 높은 proteasome 역가 저해율을 나타냈

다(p<0.05). 또한, proteasome 억제 효과가 있다고 알려진 genistein과 배당

체인 genistin, 6“-O-Malonylgenistin, 6”-O-Acetylgenistin의 proteasome

역가 저해율 측정에서는 CE assay에서 효과가 없었던 6”-O-Acetyl

genistin이 CPIA assay에서 유의적으로 가장 높은 proteasome 역가 저해율

을 보였다(p<0.05). 케일 추출물이 NF-κB 활성에 미치는 영향을 western

blot 실험을 통해 확인한 결과, 100μg/mL 농도에서 NF-κB 활성이 유의적

으로 억제되었다(p<0.05). Proteasome 역가 저해율이 가장 높았던 케일 추

출물을 용매별로 분획하여 proteasome 역가 저해율 측정 실험을 진행한 결

과, hexane, chloroform, ethyl acetate 분획물에서 유의적으로 proteasome

억제 효과를 나타내었다(p<0.05). 케일 추출물과 분획물들을 LC-MS로 분석

한 결과에서는 검출기 파장 320nm의 경우 ethyl acetate 분획물, 검출기 파

장 450nm의 경우 hexane 및 ethyl acetate 분획물에서 다른 분획물들에 비

해 면적 값이 큰 peak가 분석되었다. 특히, hexane 분획물에서는 carotenoid

계열의 lutein이 분석되었고, ethyl acetate 분획물에서는 hydroxycinnamic

acid 계열의 trisinapoyl-diglucoside를 포함하여 다양한 polyphenols가 분석

되었다. 적양배추 추출물은 LC-MS 분석을 통해 16가지의 cyanidin 배당체

를 확인하였다. 따라서 본 연구에서는 양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리,

케일은 천연 항산화제 및 proteasome 억제제로 활용될 수 있으며, 특히 케

일은 다양한 식물생리활성물질들이 proteasome 억제제로 작용할 수 있고,

적양배추는 cyanidin 계열의 물질들이 proteasome 억제제로 작용할 수 있다

는 점을 확인하였다.
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Ⅰ. 서론

Proteasome은 세포 내 단백질을 분해하는 거대한 단백질 복합체로, 진핵세

포에서 적절한 시기에 주요 단백질을 제거하여 다양한 세포 경로를 조절하고

잘못 접히거나 응집되기 쉬운 손상된 단백질을 제거함으로써 세포 내의 단백

질을 유지한다[1]. 26S proteasome은 진핵세포의 주요 protease로, 세포질과

핵에서 단백질 분해를 담당한다[2]. 26S proteasome은 proteasome의 단백질

분해 활성을 부여하는 20S core particle (CP)과 유비퀴틴 단백질 접합체에 대

한 ATP 의존성과 특이성을 나타내는 19S regulatory particle (RP)로 구성된

다[3]. 20S CP는 주변에 위치한 α-ring 2개와 중앙에 위치한 β-ring 2개로 이

루어진 원통형 구조이다. α-ring과 β-ring은 각각 7개의 subunit (α1-α7, β1-

β7)으로 구성되어 있는데, β-subunit 7개 중 3개의 subunit (β1, β2, β5)만이

진핵생물에서 단백질 분해 활성을 보유한다. 이들은 기질 특이성에 따라

caspase-like (β1), trypsin-like (β2), chymotrypsin-like (β5)로 불린다.

caspase-like (β1)는 산성 잔기를 우선적으로 절단하고 trypsin-like (β2)는 염

기성 잔기를 우선적으로 절단하며 chymotrypsin-like (β5)는 소수성 잔기를

우선적으로 절단한다[1, 3]. 19S RP는 기질 인식, 탈유비퀴틴화, 단백질 풀림,

20S CP로의 기질 전위 등 다양한 기능을 담당하며, lid와 base로 구성되어 있

다. Base는 6개의 ATPase subunit (Rpt1-6)과 4개의 non-ATPase subunit

(Rpn1, 2, 10, 13)으로 구성되어 있고, Lid는 9개의 subunit (Rpn3, 5–9, 11,

12, Rpn15/Sem1)으로 구성되어 있다. 유비퀴틴화된 기질과 proteasome의 결

합은 base의 유비퀴틴 수용체인 Rpn1, Rpn10, Rpn13에 의해 촉진되는 반면,

결합된 기질의 탈유비퀴틴화는 탈유비퀴틴화 효소인 Rpn11에 의해 발생한다.

기질의 풀림과 전위는 ATP를 기반으로 하며, 20S CP와 상호작용하고 gate

개방을 조절하는 6개의 ATPase에 의해 실행된다[4].
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Fig. 1. Composition of 26S proteasome. The 26S proteasome consists

of a 20S core particle composed of two α-rings and two β-rings, and a

19S regulatory particle composed of lid and base subcomplexes. In

particular, the β1, β2, and β5 subunits of the β-ring have proteolytic

activity in eukaryotes[5].



- 3 -

세포 내 단백질은 ATP-의존성 26S proteasome에 의해 분해되며, 76개의

아미노산으로 구성된 ubiquitin에 의해 표지된다[6]. Ubiquitin Proteasome

System (UPS)은 단백질의 80-90%를 분해하는 시스템으로, 잘못 접히거나 산

화 또는 손상된 단백질을 분해시켜 세포 기능을 조절하고 단백질 항상성을 유

지한다[7, 8]. UPS는 세포 주기와 종양 형성에 관여하는 핵심 단백질의 대사

회전을 조절하기 때문에 잠재적인 항암 표적이 될 수 있다[7]. 또한 UPS는 염

증 반응, 면역 반응, 신호 전달, 전사 조절, DNA 복구, 세포 소기관의 생합성

등과 관련된 단백질의 분해를 선택적으로 중재하여 세포의 생리적 기능을 조

절한다[6, 9]. 따라서 UPS는 암을 비롯하여 알쯔하이머병, 파킨슨병과 같은 신

경 무력증과 헌팅톤병, 척수소뇌성 운동실조증과 같은 유전성 신경 질환에도

관련되는 것으로 보고되면서 ubiquitin을 매개로 하는 단백질 분해 경로에 대

한 관심도 확대되고 있다[9]. UPS는 proteasome, ubiquitin (Ub),

Ub-activating enzyme (E1), Ub-conjugating enzyme (E2), Ub ligating

enzyme (E3), deubiquitin enzyme (DUB)으로 구성된다[7]. Ubiquitin은 ATP

의존적인 방식으로 E1에 의해 활성화되어 E2에 전달되고 E3에 의해 기질 단

백질로 이동한다[10]. 그 후, UPS의 substrate-recruiting components는

ubiquitin의 C-말단 glycine 잔기와 기질 단백질 lysine 잔기의 ε-amino기 사

이의 isopeptide 결합 형성을 촉매한다[11]. 이러한 과정이 반복되면 기질 단백

질에 polyubiquitination된 사슬이 연결되어 UPS에서 단백질의 분해를 담당하

는 26S proteasome에 의해 기질이 분해된다[11, 12]. Deubiquitinating

enzymes (DUBs)는 mono-ubiquitinations를 제거하거나, ubiquitin 사슬을 자

르거나 제거하여 기질 단백질로부터 ubiquitin을 제거한다[10].
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the 26S proteasome. DUBs remove ubiquitin from substrate proteins[10].
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Proteasome에 의해 영향을 받는 대표적인 경로에는 NF-κB 신호 경로의 활

성화가 있다[13]. NF-κB는 염증, 면역, 세포 증식 및 사멸과 관련된 유전자의

발현을 조절하며[14], 5개의 유전자로 구성되어 NF-κB1 (p50/p105), NF-κB2

(p52/p100), RelA (p65), c-Rel, RelB로 구분된다[15]. NF-κB는 여러 세포에

공통적으로 존재하는 전사인자인데, 염증 매개 물질인 tumor necrosis factor

(TNF-α), IL-2, IL-6, IL-8, lymphotoxin, GM-CSF, interferon-β 등의 5‘ 단

말부에 κB 결합부가 존재하고 있어 이들의 전사가 NF-κB에 의해 조절된다.

따라서 NF-κB는 염증성 물질들의 전사를 촉진하기 때문에 염증 반응에서 중

심 역할을 한다[16]. 암과 관련이 있는 NF-κB의 기능은 세포 증식 및 세포

사멸에 관여하는 것으로, 세포 증식의 경우 NF-κB는 cyclin A, cyclin D1 또

는 cyclin-dependent kinase 6 (CDK6)와 같은 세포주기 조절인자의 발현을

조절하며, NF-κB의 활성화를 통해 TNF-α에 의해 유도된 세포 사멸로부터

세포를 보호한다[14]. NF-κB는 세포질에서 IκB와 결합하여 비활성화 상태로

존재하다가 박테리아, 곰팡이, 바이러스, 염증성 사이토카인, 스트레스, 자외선,

발암물질 같은 외부 자극에 의해 인산화 및 폴리유비퀴틴화된 IκB가 26S

proteasome에 의해 분해되면 IκB와 분리되어 활성화된다. 이를 통해 NF-κB

는 핵으로 이동하여 표적 유전자의 전사를 활성화시킨다[17, 18]. 암에서 종양

촉진 역할을 하는 NF-κB는 선택적 억제를 통해 임상 치료에 적용될 수 있다.

항염증제인 aspirin과 sodium salicylate는 IκBα의 분해를 차단하여 NF-κB를

억제하는 것으로 나타났으며, anti-TNF-α 항체는 임상에 적용되어 부분적인

질병 안정 효과가 있는 것으로 평가되었다[19]. 따라서 NF-kB의 기능이 잘못

조절되면 암의 발생에 영향을 미치는데, proteasome이 억제되면 NF-κB가 억

제되어 apoptosis 증가와 세포 부착 감소 등으로 이어지기 때문에 26S

proteasome은 NF-kB의 기능을 조절하는데 중추적인 역할을 한다고 볼 수 있

다[3].
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Proteasome inhibitor는 화학적으로 합성된 펩타이드 유도체와 자연에서 유

래한 화합물로 분류되어 진다. 합성된 peptidyl inhibitor는 화학적 구조에 따

라 peptide aldehyde, peptide boronate, peptide sulfone으로 분류된다. MG132

는 1세대 합성 tripeptide aldehyde이며, proteasome의 β5 subunit을 억제한다.

CEP1612는 proteasome의 chymotrypsin 유사 단백질 분해 활성에 선택적인

dipeptide aldehyde proteasome inhibitor이다. ZLVS와 NLVS는 chymotrypsin

유사 proteasome 활성을 억제하는 vinyl sulfone이다. MG262는 MG132의

boronate 유사체이며, anti-proteasome 활성이 100배 증가한 proteasome

inhibitor이다[20]. Bortezomib은 FDA의 승인을 받은 다발성 골수종 및 외투세

포림프종 치료를 위한 boronate 형태의 항암제로, proteasome의 chymotrypsin

유사 활성 억제제이다[21, 22]. 천연물 유래 proteasome inhibitor에는

Kitasatospora 종에서 분리한 tripeptide aldehyde인 Tyropeptin A가 있으며,

proteasome의 chymotrypsin 유사 활성을 억제한다. Carfilzomib은 FDA 승인

을 받은 2세대 proteasome inhibitor로[23], epoxomicin의 세포 투과성

tetrapeptide epoxyketone 유사체이다. Carfilzomib은 주로 proteasome의

chymotrypsin 유사 부위를 억제하며, 고용량에서는 trypsin 및 caspase 유사

부위에 억제 효과를 보인다[24]. Non-peptide proteasome inhibitor에는 전통

약초인 뇌공등에서 분리된 quinone-methide triterpene 형태의 Celastrol,

Ashwagandha에서 분리된 steroidal lactones 형태의 Withaferin A, 곰팡이의

대사산물인 Gliotoxin, 녹차의 카테킨 성분인 EGCG가 있다[20, 25, 26].

Celastrol은 인간 다발성 골수종 세포의 β1, β2, β5 proteasome 활성을 억제하

고[25], Withaferin A는 인간 전립선암 세포와 악성 흉막 중피종 세포에서

proteasome의 chymotrypsin 유사 활성을 억제하였다[27]. Gliotoxin은 인간

20S proteasome의 chymotrypsin 유사 활성을 억제하며[28], EGCG는 유방암

및 전립선암 세포에서 chymotrypsin 유사 활성을 억제한다고 보고되었다[29].
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십자화과 채소는 꽃잎이 십자형인 쌍떡잎식물로 양배추, 브로콜리, 콜리플라

워, 무, 순무, 청경채 등이 포함되며, 338속 3709종으로 구성되어 있다[30, 31].

십자화과 채소의 주요 영양 성분은 탄수화물, 단백질, 비타민, 미네랄이며, 지

방 함량이 거의 없어 저지방 및 심장 건강을 위한 식단의 중요한 성분이다.

십자화과 채소는 다량 및 미량 영양소 외에도 여러 만성 질환 발생의 위험을

감소시킬 수 있는 식물생리활성물질이 풍부하다[32]. 십자화과 채소의 주요 식

물생리활성물질은 glucosinolates와 그 분해 생성물 (isothiocyanates, indoles),

phenolic compounds (flavonoids, hydroxycinnamic acids, anthocyanins,

lignans), tocopherol (α-, γ-, δ-tocopherols), carotenoids (α-, β-carotene,

lutein), fatty acids (palmitic, stearic, oleic, linoleic, linolenic, eicosenoic,

erucic acids)이다[33]. 십자화과 (Brassicaceae) 식물 중 가장 중요하게 분류되

는 Brassica 속은 오랜 농업의 역사를 가지고 있으며, 콜, 겨자, 유채 그룹으

로 분류된다. 이 중 콜 작물 (B. oleracea)은 전 세계적으로 가장 많이 소비되

는 잎이 많은 줄기 채소로, 양배추, 브로콜리, 콜리플라워, 방울다다기양배추,

케일 등이 포함되며, 비타민 C와 엽산의 훌륭한 공급원이다[31]. 특히 B.

oleracea 품종인 양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일은 항암 및 항산화

성분 등의 기능성을 갖는 채소로, 건강에 도움을 주는 기능성 성분에 대한 관

심이 증가함에 따라 소비량이 증가하는 추세이다[34, 35, 36].

양배추는 지중해 연안이 원산지로, 우리나라에서 가장 많이 소비되는 십자

화과 채소 중의 하나이다[37]. 양배추는 필수아미노산인 lysine, 필수지방산인

linolenic acid, carotene, 비타민 C, 섬유질 등의 영양성분과 sinigrin,

glucoraphanin, glucobrassicin 등의 glucosinolates가 풍부하다. 또한, 위액 분

비를 억제하고 궤양 조직의 세포 재생을 촉진하는 물질로 알려진

S-methylmethionine (SMM)이 다른 십자화과 채소에 비해 다량 함유되어 있

어 항염증, 통증 억제, 지방 축적 억제 등의 효과를 나타낸다[38]. 적양배추는
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흰 양배추에 비해 과당, 포도당, lysine, 비타민 C 등의 영양 성분이 더 많고

selenium이 풍부하다. 적양배추는 indole-3-carbinol (I3C)를 함유하고 있어 암

이 진행되는 과정에 관여하는 효소의 작용을 차단한다[39]. 특히 적양배추에

다량으로 함유된 성분인 anthocyanin은 항산화 효능이 뛰어나서 암세포 증식

을 억제하고 세포의 염증 반응을 줄이며, free radical에 의한 세포 손상을 막

아 심장질환과 암을 예방한다[39, 40]. 또한 적양배추는 항노화, 항균, 콜레스

테롤 저하, 심장 및 간 보호 등에도 효과가 있는 것으로 알려졌다. 이외에도

적양배추는 β-carotene과 lutein 등에 의해 눈의 황변성을 감소시켜 눈 건강에

효과를 나타낸다[39, 41]. 콜라비는 북유럽이 원산지인 두해살이 식물로[42],

anthocyanin, carotenoid, 비타민 C, glucosinolate 등을 풍부하게 함유하고 있

다. 콜라비는 열량이 낮으며 식이섬유소가 풍부해 다이어트에 유효하다고 알

려져 있으며, 항암·항산화·항증식·항균 효과가 보고되었다[43, 44]. 브로콜리는

β-carotene, rutin, ascorbic acid, selenium, quercetin, glutathione, indole,

sulforaphane, glucosinolate 등이 함유되어 있어 세계 10대 건강식품 중의 하

나로 알려져 있다[45, 46]. 브로콜리에 포함된 sulforaphane은 혈당과 콜레스테

롤 수치를 감소시키고 항산화 활성을 발휘하여 암과 같은 만성 질환 예방에

효과를 보이며, 브로콜리 유래의 indole-3-carbinol과 3,3'-diindolylmethane은

전립선 암세포에서 농도 의존적인 항암 활성을 나타내었다고 보고되었다[46].

케일은 비타민, 미네랄, carotenoids, glucosinolates, polyphenols 등을 함유하

며, 특히 비타민 A, 비타민 K, 비타민 C 및 엽산과 칼륨, 칼슘 및 마그네슘,

식이 섬유가 풍부하다[47]. 케일은 flavonoids와 같은 식물생리활성물질이 풍부

한데, 케일의 flavonoids에는 주로 hydroxycinnamic acids로 아실화되는

isorhamnetin, quercetin, kaempferol의 배당체로 구성된 flavonol 유도체가 존

재한다[48]. 이와 같이 다양한 성분이 함유되어 있는 케일은 장 질환, 비만, 영

양 실조, 심혈관 질환과 암 같은 만성 질환을 치료하는 약용 식품으로 널리
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알려져 있다[47].

지금까지 진행된 십자화과 채소의 proteasome 활성 억제와 관련된 연구에서

는 십자화과 채소에서 유래한 isothiocyanates의 일종인 benzyl isothiocyanate

와 phenethyl isothiocyanate가 인간 다발성 골수종 세포에서 proteasome의

chymotrypsin, trypsin, caspase 유사 활성을 억제했으며[49], benzyl

isothiocyanate는 인간 췌장암 세포에서 NF-κB 활성을 억제했고[50],

phenethyl isothiocyanate는 인간 전립선암 세포에서 NF-κB 활성을 억제함으

로써 세포 사멸을 유도하였다[51]. 또한 십자화과 채소 중 적양배추에 풍부하

다고 보고된 anthocyanin과 anthocyanidin이 인간 백혈병 세포에서

proteasome의 chymotrypsin 유사 활성을 억제했으며[52], 케일에 다량 함유되

어 있다고 알려진 quercetin과 kaempferol은[53] 인간 백혈병 세포에서

proteasome의 chymotrypsin 유사 활성을 억제했다고 보고 되었다[54].

현재까지 보고된 연구를 통해 인간 간암 세포에서 다양한 십자화과 채소의

proteasome 역가 저해율을 비교한 실험은 진행되지 않았으며, 특정 채소의 성

분을 분석하여 proteasome 억제제로 작용하는 물질을 밝힌 실험도 많이 진행

되지 않았음을 알 수 있다. 따라서 본 연구에서는 소비량이 많고 식물생리활

성물질이 풍부한 십자화과 채소류 5종을 선정하여 세포 독성과 증식, 항산화

능, proteasome 역가 저해율, NF-κB 활성 억제를 평가하고, proteasome 역가

저해율이 높은 채소류의 성분을 분석하여 인체에 부작용을 나타내지 않는 천

연 proteasome 억제 물질을 찾고자 한다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험 재료

1) 시료 및 세포

추출물 제조에 사용된 5가지의 십자화과 채소 (Brassica oleracea)는 2021

년 8월 25일에 구입하였다. 양배추 (Brassica oleracea L. var. capitata), 적

양배추 (Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra), 케일 (Brassica

oleracea L. var. acephala DC)은 롯데슈퍼 수유점에서 구입하였고, 브로콜

리 (Brassica oleracea L. var. I talica P lenck)는 수유시장에서 구입하였으

며, 콜라비 (Brassica oleracea L. var. gongylodes)는 프레시잉에서 구입하

였다. Proteasome 억제 물질 분석을 위해 추출물 및 분획물 제조에 사용된

케일 (Brassica oleracea L. var. acephala DC)은 2022년 11월 16일 엠마트

수유점에서 구입하였다.

실험에 사용된 인간 간암 세포주인 HepG2 세포 (human hapatocarcinoma

cell line)는 한국세포주은행 (Seoul, Korea)에서 분양받았다.

2) 시약 및 기기

추출에 사용된 용매인 ethyl alcohol은 DAEJUNG (Daejung Chemicals &

Metals Co. Ltd, Korea)에서 구입하였다. 분획에 사용된 용매인 n-hexane,

chloroform, ethyl acetate, n-butanol은 DAEJUNG (Daejung Chemicals &

Metals Co. Ltd, Korea)에서 구입하였다. 세포 배양에 사용된 minimum

essential media (MEM)는 Hyclone (Logan, Utah, USA)에서 구입하였고,

fetal bovine serum (FBS)은 Welgene (Gyeongsan, Korea)에서 구입하였다.
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No-phenol red MEM은 Gibco (Rockville, MD, USA)에서 구입하였다.

Penicillin-streptomycin, trypsin-EDTA solution, phosphate-buffered saline

(PBS), dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

USA)에서 구입하였다. 세포 독성 및 증식 실험에 사용된 thiazolyl blue

tetrazolium bromide (MTT)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서

구입하였다. 항산화능 측정 실험에 사용된 L-ascorbic acid (Vitamin C)는

DAEJUNG (Daejung Chemicals & Metals Co. Ltd, Korea)에서 구입하였

고, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)은 Alfa Aesar (Ward Hill, MA,

USA)에서 구입하였다. 2,2‘-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic

acid) diammonium salt (ABTS), 2,2’-Azobis (2-methylpropionamidine)

dihydrochloride (AAPH), quercetin, 2’,7’-Dichlorofluorescin diacetate

(DCFH-DA), Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)은 Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 항산화 성분 함량 측정 실험에 사

용된 gallic acid, catechin, Folin & Ciocalteu’s phenol reagent는

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. Sodium carbonate

(Na2Co3)는 TEDIA (Fairfield, OH, USA)에서 구입하였고, sodium nitrite

(NaNO2)는 Junsei Chemical Co. Ltd. (Tokyo, Japan)에서 구입하였다.

Aluminium chloride (AlCl3) 및 sodium hydroxide (NaOH)는 DAEJUNG

(Daejung Chemicals & Metals Co. Ltd, Korea)에서 구입하였다.

Proteasome 역가 측정 실험에 사용된 proteasome substrate Ⅲ

(Suc-LLVY-AMC)는 Calbiochem (San Diego, CA, USA)에서 구입하였고,

MG-132 (Z-Leu-Leu-Leu-al), genistein, genistin은 Sigma-aldrich (St.

Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 6“-O-Malonyl genistin은 Carbosynth

(Compton, Berkshire, UK), 6”-O-Acetyl genistin은 Nagara Science Co.,

Ltd. (Gifu, Japan)에서 구입하였다. 단백질 정량에 사용된 DC Protein
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assay kit Ⅰ은 Bio-Rad (Hercules, CA, USA)에서 구입하였다. Western

blot 실험에 사용된 tumor necrosis factor-α (TNF-α)는 Sigma-aldrich (St.

Louis, MO, USA)에서 구입하였고, Nuclear Extract Kit는 Active Motif

(Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였다. Immobilon-P transfer membrane은

Millipore (Billerica, MA, USA)에서 구입하였다. primary antibody인

NF-κB p65는 Santa cruz biotechnology (Dallas, TX, USA)에서 구입하였

고, anti-nucleolin은 Millipore (Billerica, MA, USA)에서 구입하였다.

secondary antibody인 anti-mouse IgG (HRP-linked antibody)와

anti-biotin (HRP-linked antibody)은 Cell Signaling Technology (Danvers,

MA, USA)에서 구입하였다. Western blot detection kit인 ECL solution은

ELPIS-Biotech (Daejeon, Korea)에서 구입하였다. 분석에 사용된 용매인

formic acid와 methyl alcohol은 DAEJUNG (Daejung Chemicals & Metals

Co. Ltd, Korea)에서 구입하였고, acetonitrile은 Honeywell Burdick &

Jackson (Muskegon, MI, USA)에서 구입하였다.

실험에 사용한 기기는 homogenizer (Tops, Daeillab service, Seoul,

Korea), aspirator (A-3S, Eyela, Japan), 회전 증발 농축기 (Hei-VAP ML

Adv/Pre, Heidolph, Germany 및 N-N series, Eyela, Tokyo, Japan), 동결

건조기 (FD8508, IlShinBioBase Co., Ltd., Dongducheon, Korea), microplate

reader (Spectramax plus 384, Molecular devices, San Jose, CA, USA),

fluorescence microplate reader (SpectraMax M5, Molecular Devices),

chemidoc (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA), LC-MS

(HP1100 / Agilent6130, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)이다.
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2. 실험 방법

1) 십자화과 채소류 추출물 제조

십자화과 채소류 추출물 제조는 선행 연구를 참고하여 수행하였다[55]. 채

소 50g당 차가운 70% ethanol (v/v) 400g과 함께 blender로 갈아준 다음

ice box에서 homogenizer로 균질화시켰다. 균질화한 용액을 aspirator를 사

용하여 filter paper (Whatman No. 2)로 여과한 다음 여과액을 회전 증발

농축기를 사용하여 45℃에서 90% 이상 증발시켜 농축하였다. 농축액에 증

류수를 첨가하여 부피를 20mL로 맞추고 –80℃ deep freezer에서 완전히

얼린 후 동결 건조기를 사용하여 분말화하였다. 분말화하여 얻은 양은 양배

추 2.56g, 적채 2.47g, 콜라비 1.72g, 브로콜리 1.80g, 케일 1.51g이었고, 실험

에 사용할 때까지 –20℃ 냉동고에서 보관하였다.

2) 케일 추출물 및 분획물 제조

케일 추출물 제조는 선행 연구를 참고하여 수행하였다[55]. 케일 100g을

차가운 70% ethanol (v/v) 800g과 함께 blender로 갈아준 다음 ice box에서

homogenizer로 균질화시켰다. 균질화한 용액을 aspirator를 사용하여 filter

paper (Whatman No. 2)로 여과한 다음 여과액을 회전 증발 농축기를 사용

하여 35℃에서 90% 이상 증발시켜 농축하였다. 농축액에 증류수를 첨가하

여 부피를 20mL로 맞추고 –80℃ deep freezer에서 완전히 얼린 후 동결건

조하여 5.07g의 분말을 얻었다.

용매별 분획은 선행 연구를 참고하여 수행하였다[56]. 케일 추출물 4g을 3

차 증류수에 1:10 (w/v)으로 희석한 후, n-hexane, chloroform, ethyl

acetate, n-butanol, 3차 증류수의 순서로 가하여 분획물을 얻었다(Fig. 7).

용매별 분획물은 감압 농축 및 동결 건조하여 n-hexane 분획물 0.0337g,
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chloroform 분획물 0.0033g, ethyl acetate 분획물 0.0053g, n-butanol 분획물

0.4247g, 3차 증류수 분획물 2.9509g을 얻었다.

3) HepG2 세포 배양

HepG2 세포는 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin을 첨가한 MEM

배지를 이용하여 37℃, 5% CO₂조건의 incubator에서 배양하였고, 배지는

3-4일에 한 번씩 교체하였다.
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n-Butanol layer

Kale

70% EtOH extract

n-Hexane : H2O (1:1)

Chloroform : H2O (1:1)

Ethyl acetate : H2O (1:1)

n-Butanol : H2O (1:1)

n-Hexane layer H2O layer

Chloroform layer H2O layer

Ethyl acetate layer H2O layer

H2O layer

Fig. 4. Extraction and fraction procedure of kale.
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4) 세포 독성 측정 (Cell cytotoxicity)

시료에 따른 세포 독성은 선행 연구를 참고하여 측정하였다[57]. HepG2

세포를 96-well plate에 6x10⁴cell/well의 농도로 100µL씩 분주하고 37℃,

5% CO₂incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후 배지를 제거하

고, serum-free MEM 배지를 사용하여 0, 10, 30, 50, 70, 100µg/mL 농도로

희석한 시료를 well당 100µL씩 처리하고 37℃, 5% CO₂incubator에서 24시

간 동안 배양하였다. 그 후 배지를 제거하고, 각 well에 0.5mg/mL 농도의

MTT 용액 100µL를 처리하여 37℃, 5% CO₂incubator에서 4시간 동안 배

양하였다. MTT 용액을 제거한 후, formazan 결정을 녹이기 위해 각 well에

DMSO 100µL씩 넣어 30분 동안 교반하였다. 그 후 microplate reader를 사

용하여 590nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광도 값은 다음 식에 대

입하여 세포 독성률을 구하였다.

cell cytotoxicity  control absorbance

control absorbance  sample absorbance
× 
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5) 세포 증식 측정 (Cell proliferation)

시료에 따른 세포 증식은 선행 연구를 참고하여 측정하였다[57]. HepG2

세포를 96-well plate에 4x10⁴cell/well의 농도로 100µL씩 분주하고 37℃,

5% CO₂incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후 배지를 제거하

고, serum-free MEM 배지를 사용하여 0, 10, 30, 50, 70, 100µg/mL 농도로

희석한 시료를 well당 100µL씩 처리하고 37℃, 5% CO₂incubator에서 96시

간 동안 배양하였다. 그 후 배지를 제거하고, 각 well에 0.5mg/mL 농도의

MTT 용액 100µL를 처리하여 37℃, 5% CO₂incubator에서 4시간 동안 배

양하였다. MTT 용액을 제거한 후, formazan 결정을 녹이기 위해 각 well에

DMSO 100µL씩 넣어 30분 동안 교반하였다. 그 후 microplate reader를 사

용하여 590nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광도 값은 다음 식에 대

입하여 세포 증식률을 구하였다.

cell proliferation  control absorbance

sample absorbance
× 
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6) 항산화능 측정

① DPPH assay

DPPH radical을 이용한 vitamin C equivalent antioxidant capacity

(VCEAC)는 선행연구를 참고하여 측정하였다[58]. 각각의 시료 및 표준용액

으로 사용하는 L-ascorbic acid (vitamin C)는 50% methanol (v/v)을 용매

로 하여 제조하였고, 100µM DPPH radical solution은 80% methanol (v/v)

을 용매로 하여 제조하였다. 측정 시료 15µL와 DPPH radical solution

885µL를 혼합하여 실온의 암실에서 30분간 반응시킨 후, 96-well plate에

200µL씩 옮기고 microplate reader를 사용하여 520nm에서 흡광도를 측정하

였다. L-ascorbic acid를 통해 얻은 표준곡선을 이용하여 시료 g당 mg

vitamin C equivalent (VCE)를 산출하였다.

② ABTS assay

ABTS radical을 이용한 vitamin C equivalent antioxidant capacity

(VCEAC)는 선행연구를 참고하여 측정하였다[58, 59]. 각각의 시료 및 표준

용액으로 사용하는 L-ascorbic acid (vitamin C)는 50% methanol (v/v)을

용매로 하여 제조하였고, ABTS radical solution은 PBS를 용매로 하여

1mM AAPH와 2.5mM ABTS를 혼합하고 68℃ water bath에서 투명한 청

록색이 될 때까지 가열하여 제조하였다. 측정 시료 20µL와 ABTS radical

solution 980µL를 혼합하여 실온의 암실에서 10분간 반응시킨 후, 96-well

plate에 250µL씩 옮기고 microplate reader를 사용하여 750nm에서 흡광도를

측정하였다. L-ascorbic acid를 통해 얻은 표준곡선을 이용하여 시료 g당

mg vitamin C equivalent (VCE)를 산출하였다.
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③ Cellular Antioxidant Activity (CAA) assay

세포 내 항산화 활성은 선행 연구를 참고하여 측정하였다[60, 61]. HepG2

세포를 96-well black plate에 8x10⁴cell/well의 농도로 100µL씩 분주하고

37℃, 5% CO₂incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후 배지를 제

거하고, serum-free MEM 배지로 희석한 농도별 시료를 well당 100µL씩 처

리한 다음 25µM DCFH-DA를 첨가하여 37℃, 5% CO₂incubator에서 1시

간 동안 반응시켰다. 1시간 후 4℃, 130rcf에서 3분간 원심분리하고 PBS로

세척한 다음 동일 조건에서 원심분리하여 PBS를 제거하였다. HBSS로 희석

한 600µM ABAP를 well당 100µL씩 첨가하고, 37℃로 설정한 microplate

reader를 사용하여 485nm excitation, 538nm emission에서 60분간 2분 간격

으로 형광을 측정하여 다음과 같이 CAA unit을 계산하였다.

CAA unit을 이용하여 EC 50 값을 구한 다음 (CompuSyn program,

version 1.0), EC 50 값을 통해 채소 100g 당 µmol quercetin equivalent

(QE)를 산출하였다.

CAA unit = 100 - (∫SA / ∫CA) x 100

(∫SA = sample area, ∫CA = control area)
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7) 항산화 성분 함량 측정

① 총 폴리페놀 함량 측정

Gallic acid를 표준 물질로 이용한 폴리페놀 함량은 선행연구를 참고하여

측정하였다[62]. 증류수 500µL에 측정 시료 125µL와 Folin-Ciocalteu

reagent 125µL를 첨가하여 6분간 반응시킨 후, 7% Na2CO3용액 (w/v)

1.25mL를 첨가한 즉시 증류수 1mL를 첨가하여 실온의 암실에서 90분 동안

반응시켰다. 96-well plate에 시료 반응액을 200µL씩 옮기고 microplate

reader를 사용하여 750nm에서 흡광도를 측정하고, gallic acid를 통해 얻은

표준곡선을 이용하여 각각의 시료 g당 mg gallic acid equivalent (GAE)를

산출하였다.

② 총 플라보노이드 함량 측정

Catechin을 표준 물질로 이용한 플라보노이드 함량은 선행연구를 참고하

여 측정하였다[63]. 증류수 300µL에 측정 시료 50µL와 5% NaNO₂용액

(w/v) 15µL를 첨가하여 5분간 반응시킨 후, 10% AlCl₃용액 (w/v) 30µL를

첨가하고 6분간 반응시켰다. 1M NaOH 용액 100µL를 혼합한 후, 96-well

plate에 시료 반응액을 100µL씩 옮기고 microplate reader를 사용하여

520nm에서 흡광도를 측정하였다. Catechin을 통해 얻은 표준곡선을 이용하

여 각각의 시료 g당 mg catechin equivalent (CE)를 산출하였다.
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8) Proteasome 역가 저해율 측정

① Cell Extract Proteasome Inhibitory Activity (CE) assay

Whole cell lysate를 이용한 proteasome 역가 저해율은 선행 연구를 참고

하여 측정하였다[64]. HepG2 세포를 6-well plate에 5x105cell/well의 농도로

1mL씩 분주하고 37℃, 5% CO₂incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 24

시간 후 배지를 제거하고 ice-cold PBS로 2회 세척한 다음, 얼음 위에서

cell scraper를 사용하여 세포를 떼어내고 4℃, 130rcf에서 5분간 원심분리하

였다. cell pellet에 RIPA buffer (50mM tris (pH 7.4), 1% IGEPAL, 150mM

NaCl, 1mM EDTA, 1mM PMSF, 1mM Na3VO₄, 1mM NaF) 150µL를 첨

가하고, 20분 동안 얼음 위에 두면서 5분마다 vortexing하였다. 4℃,

12,000rcf에서 15분간 원심분리 후, 상층액인 세포 추출물을 모아서 -80℃

deep freezer에서 보관하였다.

세포 추출물은 단백질 정량 후 96-well black plate에 단백질 50µg에 해당

하는 양을 분주하였다. Reaction buffer (20mM tris-HCl (pH 7.8), 0.5mM

EDTA, 0.035% SDS)를 사용하여 희석한 시료와 proteasome-specific

inhibitor인 MG-132 10µM (positive control) 및 DMSO 0.1% (negative

control)를 well당 50µL씩 첨가하였다. Reaction buffer로 희석한 100µM

proteasome substrate Ⅲ를 well당 150µL씩 첨가하고, 37℃로 설정한

microplate reader를 사용하여 380nm excitation, 460nm emission에서 60분

간 2분 간격으로 형광을 측정하여 시간에 따른 fluorescence 곡선 이하 면적

을 구했다. proteasome 역가 저해율은 다음 식을 이용하여 계산하였다.

PIA  negative control 곡선 이하 면적  positive control 곡선 이하 면적
negative control 곡선 이하 면적 시료 곡선 이하 면적

× 
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② Cellular Proteasome Inhibitory Activity (CPIA) assay

세포 내 proteasome 역가 저해율은 선행 연구를 참고하여 측정하였다[65].

HepG2 세포를 96-well black plate에 8x10⁴cell/well의 농도로 100µL씩 분

주하고 37℃, 5% CO₂incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후 배

지를 제거하고, serum-free MEM 배지로 희석한 시료와 proteasome

-specific inhibitor인 MG-132 10µM (positive control) 및 DMSO 0.1%

(negative control)를 well당 50µL씩 첨가하여 37℃, 5% CO₂incubator에서

1시간 동안 반응시켰다. 1시간 후 4℃, 130rcf에서 3분간 원심분리하고 PBS

로 세척한 다음 동일 조건에서 원심분리하였다. PBS를 제거한 후

no-phenol red MEM 배지를 사용하여 100µM로 희석한 proteasome

substrate Ⅲ를 well당 50µL씩 첨가하고, 37℃로 설정한 microplate reader를

사용하여 380nm excitation, 460nm emission에서 60분간 2분 간격으로 형광

을 측정하여 시간에 따른 fluorescence 곡선 이하 면적을 구했다.

proteasome 역가 저해율은 다음 식을 이용하여 계산하였다.

PIA  negative control 곡선 이하 면적  positive control 곡선 이하 면적
negative control 곡선 이하 면적 시료 곡선 이하 면적

× 
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9) Western blot

케일의 NF-κB 활성 억제 효과는 선행 연구를 참고하여 측정하였다[66].

HepG2 세포를 6-well plate에 1x10⁶cell/well의 농도로 2mL씩 분주하고

37℃, 5% CO₂incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후 배지를 제

거한 다음 PBS로 1회 세척하고, serum-free MEM 배지를 사용하여 0, 1,

10, 100µg/mL 농도로 희석한 시료를 well당 1mL씩 처리한 후, 37℃, 5%

CO₂incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후 배지를 제거하고

PBS로 1회 세척한 후, 10ng/mL의 농도로 희석한 TNF-α를 첨가하여 37℃,

5% CO₂incubator에서 30분 동안 반응시켰다.

30분 후 배지를 제거하고 ice-cold PBS로 2회 세척한 다음, 얼음 위에서

cell scraper를 사용하여 세포를 떼어내고 4℃, 12,000rcf에서 5분간 원심분리

하였다. 세포질과 핵 추출은 Active Motif Nuclear Extract Kit를 이용하여

다음과 같이 수행하였다. 먼저, 원심분리하여 모은 cell pellet에 1X

Hypotonic buffer 250µL를 넣고 15분간 얼음에 두었다. Detergent 12.5µL를

넣고 10초간 세게 vortexing하고 4℃, 14,000rcf, 2분간 원심분리한 후, 상층액

인 세포질 추출물을 –80℃ deep freezer에서 보관하였다. 상층액을 제거하

고 남은 pellet은 Complete lysis buffer 25µL를 넣고 4℃에서 30분간

rocking shaker로 교반한 후, 30초간 세게 vortexing하고 4℃, 14,000rcf에서

13분간 원심분리하였다. 원심분리하여 얻은 상층액인 핵 추출물은 –80℃

deep freezer에서 보관하였다.

핵 추출물은 단백질을 정량하고 2X sample buffer와 1:1로 섞어 95℃에서

가열하였다. 단백질 샘플은 10% (w/v) SDS-PAGE (sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) 후 PVDF (polyvinylidene

fluoride) membrane으로 단백질을 이동시켰다. Transfer가 끝난 membrane

은 5% skim milk in 0.1% PBST로 실온에서 1시간 동안 교반하여
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blocking한 후, primary antibody인 NF-κB p65 (1:250), anti-nucleolin

(1:10000)을 4℃에서 overnight 동안 붙여주었다. 0.1% PBST로 5분씩 3회

세척한 후, secondary antibody인 anti-mouse IgG (1:2000), anti-biotin

(1:2000)을 상온에서 2시간 동안 붙여주었다. 0.1% PBST로 5분씩 3회 세척

하고 0.1% TBST로 10분씩 1회 세척한 후, ECL solution을 처리하여

nucleolin band를 기준으로 NF-κB band를 정량하였다.
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10) LC-MS를 이용한 proteasome 억제 물질 분석

Proteasome 저해 물질 분석을 위해 샘플을 1mg/mL 농도가 되도록 0.1%

formic acid로 희석한 후, 0.2㎛ syringe filter로 여과하고 Table 1, 2, 3, 4와

같은 조건을 적용하여 분석을 수행하였다. 케일 추출물 및 분획물 분석은

proteasome 억제 효과가 있다고 알려진 phenolic coumpounds와 terpenoids

분석을 위해 [67], [68], [69]을 참고하여 측정하였고, 적양배추 추출물은

proteasome 억제 효과가 있다고 알려진 anthocyanin 분석을 위해 [70]을 참

고하여 측정하였다.
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Table 1. LC-MS analysis conditions of kale extract and fractions.

Parameters Conditions

Instrument HP1100, Agilent6130

Column
NUCLEODUR C18 Pyramid

(2.0 x 150 mm, 3.0 μm)

Ionization ESI negative

Detector UV 320nm, 450nm

Mobile phase
A : 0.1% Formic acid / ACN

B : 0.1% Formic acid / Water

Gradient

Time A (%) B (%)
0.0 5 95
5.0 10 90
35.0 40 60
60.0 90 10
70.0 100 0
80.0 100 0

Flow rate 0.3mL / min

Injection volume 10μL
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Table 2. LC-MS analysis conditions of lutein in kale.

Parameters Conditions

Instrument HP1100, Agilent6130

Column
NUCLEODUR C18 Pyramid

(2.0 x 150 mm, 3.0 μm)

Ionization ESI positive

Detector UV 450nm

Mobile phase
A : 0.1% Formic acid / MeOH

B : 0.1% Formic acid / Water

Gradient

Time A (%) B (%)
0.0 80 20
10.0 100 0
20.0 100 0

Flow rate 0.3mL / min

Injection volume 50μL
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Table 3. LC-MS analysis conditions of phenolic compounds in kale.

Parameters Conditions

Instrument HP1100, Agilent6130

Column
NUCLEODUR C18 Pyramid

(2.0 x 150 mm, 3.0 μm)

Ionization ESI negative

Detector UV 320nm

Mobile phase
A : 0.1% Formic acid / ACN

B : 0.1% Formic acid / Water

Gradient

Time A (%) B (%)
0.0 5 95
50.0 30 70
55.0 70 30
60.0 100 0

Flow rate 0.3mL / min

Injection volume 10μL
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Table 4. LC-MS analysis conditions of anthocyanins in red

cabbage extract.

Parameters Conditions

Instrument HP1100, Agilent6130

Column
NUCLEODUR C18 Pyramid

(2.0 x 150 mm, 3.0 μm)

Ionization ESI positive

Detector UV 520nm

Mobile phase
A : 6% Formic acid / ACN

B : 6% Formic acid / Water

Gradient

Time A (%) B (%)
0.0 3 97
11.0 5 95
22.0 9 91
44.0 13 87
66.0 15 85
77.0 17 83
80.0 90 10

Flow rate 0.3mL / min

Injection volume 5μL
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11) 통계처리

본 실험의 결과는 3회 반복하여 평균±표준편차로 나타내었고, IBM SPSS

Statistics 25 프로그램을 이용하여 일원배치 분산분석 (one-way ANOVA)

을 실시함으로써 실험군과 대조군의 차이에 대한 통계적 유의성을 확인한

후, p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test를 이용하여 사후분석을

수행하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 십자화과 채소의 세포 독성 (Cell cytotoxicity)

추출물을 농도별로 세포에 24시간 처리하였을 때의 세포 독성이 10% 이

상이면 급성 독성을 나타낸다고 보았다. 따라서 추출물이 세포 독성을 나타

내지 않는 농도 범위를 확인한 후, 세포에 대한 처리 농도를 결정하기 위해

실험을 수행하였다. 양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일 추출물을

0-100µg/mL의 농도로 HepG2 세포에 24시간 처리하였을 때, 모든 농도에서

세포 독성률이 10% 미만으로 나타났다(Fig. 5). 따라서 양배추, 적양배추,

콜라비, 브로콜리, 케일은 세포에 급성 독성을 미치지 않는다고 볼 수 있으

며, 세포 독성률이 10% 미만으로 확인된 0-100µg/mL의 농도 범위에서 실

험을 진행하였다.

2. 십자화과 채소의 세포 증식 (Cell proliferation)

추출물을 농도별로 세포에 96시간 처리하였을 때, 세포의 증식 억제 현상

이 나타나면 추출물의 항암 기능성을 확인할 수 있다. 따라서 세포 독성을

나타내지 않는 추출물의 농도 범위 내에서 세포의 증식률 변화를 확인하기

위해 실험을 수행하였다. 양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일 추출물

을 0-100µg/mL의 농도로 HepG2 세포에 96시간 처리하였을 때, Fig. 5와

같은 증식률의 변화가 나타났다. 양배추는 10, 30, 50, 70µg/mL의 농도에서

control (0µg/mL)과 비교하여 유의적으로 세포 증식률이 감소하였고

(p<0.05), 적양배추는 30, 50, 70, 100µg/mL의 농도에서 control과 비교하여

유의적으로 세포 증식률이 감소하였다(p<0.05). 콜라비는 10, 30, 70µg/mL의



- 33 -

농도에서 control과 비교하여 유의적으로 세포 증식을 저해하였고(p<0.05),

브로콜리는 10, 30, 50, 100µg/mL의 농도에서 control과 비교하여 유의적으

로 세포 증식을 저해하였다(p<0.05). 케일은 70, 100µg/mL의 농도에서

control과 비교하여 유의적으로 세포 증식률이 감소하였으며(p<0.05), 농도

의존적으로 세포 증식을 저해하는 경향을 보였다. 따라서 양배추, 적양배추,

콜라비, 브로콜리, 케일은 세포 증식률 감소에 영향을 미치며, 이를 통해 십

자화과 채소 추출물의 항암 효과를 확인하였다.
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Fig. 5. Effects of cabbage extracts (A), red cabbage extracts (B),

kohlrabi extracts (C), broccoli extracts (D), kale extracts (E) on

cytotoxicity and proliferation in HepG2 cells. An asterisk (*) indicates

significant difference in cell proliferation compared to the control (p<0.05).
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3. 십자화과 채소의 항산화능

1) DPPH 라디칼 소거능

DPPH는 화학적으로 안정된 free radical을 가지고 있는 수용성 물질로,

항산화 활성이 있는 물질과 만나면 전자를 내주면서 라디칼이 소멸되고 짙

은 보라색이 엷어지는 특징을 가진다[71, 72]. 양배추, 적양배추, 콜라비, 브

로콜리, 케일 추출물의 DPPH 라디칼 소거능의 결과는 Fig. 6A와 같다. 적

양배추는 64.04 ± 0.97 mg VCE/g extract로 가장 높은 라디칼 소거 활성을

보였고, 케일 50.14 ± 0.93 mg VCE/g extract, 콜라비 13.72 ± 0.51 mg

VCE/g extract, 브로콜리 11.27 ± 4.33 mg VCE/g extract, 양배추 3.61 ±

1.02 mg VCE/g extract 순으로 라디칼 소거 활성을 보였다(p<0.05).

2) ABTS 라디칼 소거능

ABTS는 potassium persulfate와 반응하여 ABTS 라디칼이 생성되는데,

항산화 물질과 반응하면 양이온이 소거되어 청록색이 탈색된다[72, 73]. 양

배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일 추출물의 ABTS 라디칼 소거능의

결과는 Fig. 6B와 같다. DPPH assay와 동일하게 ABTS assay에서도 적양

배추가 76.87 ± 3.01 mg VCE/g extract로 가장 높은 라디칼 소거 활성을 보

였고, 케일 70.36 ± 5.21 mg VCE/g extract, 콜라비 20.42 ± 3.89 mg VCE/g

extract, 브로콜리 19.40 ± 0.50 mg VCE/g extract, 양배추 12.26 ± 1.11 mg

VCE/g extract 순으로 라디칼 소거 활성을 보였다(p<0.05).

3) 세포 내 항산화능 (CAA)

CAA는 비극성, 비이온성 구조를 가짐으로써 세포막을 통과하여 확산할

수 있는 DCFH-DA probe를 이용하여 세포 내 활성 산소종의 양에 따른 형

광 발생 정도를 측정하는 방법이다. 세포막을 통과한 DCFH-DA는 세포질
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에서 세포 내 esterase에 의해 비형광물질인 DCFH로 가수분해된다. 활성

산소종 존재 시에 DCFH는 산화되어 형광을 띠는 DCF로 전환된다[72]. 양

배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일 추출물의 세포 내 항산화능에 관한

결과는 Fig. 6C와 같다. DPPH assay, ABTS assay와 동일하게 CAA

assay에서도 적양배추가 77.07 ± 14.28 µmole quercetin/100g vegetable로 가

장 높은 ROS 소거 활성을 보였고, 케일 58.88 ± 8.12 µmole quercetin/100g

vegetable, 콜라비 18.14 ± 4.72 µmole quercetin/100g vegetable, 브로콜리

11.12 ± 3.01 µmole quercetin/100g vegetable, 양배추 10.19 ± 5.23 µmole

quercetin/100g vegetable 순으로 ROS 소거 활성을 보였다(p<0.05).

위 실험 결과에서 적양배추와 케일은 다른 채소류에 비해 높은 항산화능

을 보였다. 콜리플라워, 브로콜리, 적양배추, 양배추 에탄올 추출물의 DPPH

라디칼을 이용한 항산화능 비교 연구에서 라디칼 소거능은 본 연구와 동일

하게 적양배추가 가장 높았고 양배추가 가장 낮았다[74]. 케일, 브로콜리, 콜

리플라워, 방울다다기양배추 메탄올 추출물의 ABTS 라디칼을 이용한 항산

화능 비교 연구에서는 케일이 가장 높은 항산화능을 보였다[75]. 양배추, 적

양배추, 콜리플라워 물 추출물의 CAA assay를 이용한 세포 내 항산화능 비

교 연구에서는 적양배추가 가장 높은 항산화능을 나타냈고 양배추의 항산화

능이 가장 낮았다[76]. 적양배추는 강력한 항산화 능력을 가진 안토시아닌이

풍부한데[77], 15가지 이상의 안토시아닌을 함유하고 있으며, cyanidin-3, γ

5-diglucoside와 cyanidin-3-sophoroside-5-glucoside가 적양배추의 주요 시

아니딘 유도체이다[78]. 케일은 항산화 활성을 나타내는 카로티노이드 함량

이 높으며[78, 79], 주요 카로티노이드는 lutein, β-carotene, violaxanthin,

neoxanthin으로 알려져 있다[79]. 따라서 적양배추와 케일이 양배추, 콜라비,

브로콜리보다 높은 항산화능을 보이는 것으로 생각된다.
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Fig. 6. DPPH (A), ABTS (B) scavenging activity and cellular

antioxidant activity value (C) of cabbage, red cabbage, kohlrabi,

broccoli, kale extracts. CBE; cabbage extract, RCE; red cabbage extract,

KRE; kohlrabi extract, BCE; broccoli extract, KLE; kale extract. Bars with

different letters indicate significant differences (p<0.05).
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4. 십자화과 채소의 항산화 성분 함량

1) 총 폴리페놀 함량

폴리페놀 화합물은 과일 및 엽채류에 다량 함유되어 있는 식물계의 2차

대사산물로, 여러 화합물과 쉽게 결합하는 phenolic hydroxyl (OH)기를 가

지고 있어 항산화, 항암, 항염 효과가 뛰어나다[80, 81]. 총 폴리페놀 함량은

Folin-Ciocalteu 시약이 추출물의 폴리페놀 화합물에 의해 환원되어 몰리브

덴 청색으로 발색하는 원리로 측정하였다[82]. 양배추, 적양배추, 콜라비, 브

로콜리, 케일 추출물의 총 폴리페놀 함량 측정 결과는 Fig. 7A와 같다. 케일

은 62.51 ± 0.30 mg GAE/g extract로 가장 높은 함량을 보였고, 적양배추

61.99 ± 0.42 mg GAE/g extract, 브로콜리 26.30 ± 0.05 mg GAE/g extract,

콜라비 13.83 ± 0.05 mg GAE/g extract, 양배추 4.89 ± 0.05 mg GAE/g

extract 순으로 총 폴리페놀 함량을 보였다(p<0.05).

2) 총 플라보노이드 함량

플라보노이드는 폴리페놀에 속하는 성분으로, 2개의 방향족 고리를 포함

한 3개의 링이 결합한 구조 (C6-C3-C6)를 기본 골격으로 하여 각 링 내부

의 작용기에 의해 항산화 활성을 가진다. 플라보노이드는 채소류, 과실류,

곡류, 두류 등에 풍부하게 함유되어 있으며, 항산화제로의 역할 외에도 항

암, 항염, 항균, 항알레르기, 항혈전 등의 다양한 생리활성을 나타내는 것으

로 알려져 있다[80, 81]. 총 플라보노이드 함량은 플라보노이드가 알칼리성

pH 조건에서 알루미늄과 반응하여 flavonoid-aluminium 결합체를 형성하는

원리를 이용하여 측정하였다[83]. 양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일

추출물의 총 플라보노이드 함량 측정 결과는 Fig. 7B와 같다. 적양배추는

21.05 ± 0.25 mg CE/g extract로 가장 높은 함량을 보였고, 케일 14.00 ± 0.25

mg CE/g extract, 브로콜리 9.60 ± 0.57 mg CE/g extract, 콜라비 3.04 ± 0.10
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mg CE/g extract, 양배추 0.18 ± 0.17 mg CE/g extract 순으로 총 플라보노

이드 함량을 보였다(p<0.05).

총 폴리페놀 함량 및 총 플라보노이드 함량 측정 결과는 항산화능 측정

결과와 동일하게 적양배추와 케일에서 높은 수치를 보였고 양배추에서 가장

낮은 수치를 나타냈다. 여러 연구에서는 총 폴리페놀 함량 및 총 플라보노

이드 함량이 항산화 활성과 양의 상관관계가 있다고 보고되었는데[84], 본

연구에서도 십자화과 채소의 총 폴리페놀 함량과 총 플라보노이드 함량이

높을수록 항산화 활성이 뛰어나다는 것을 확인하였다.
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Fig. 7. Total phenolics (A) and flavonoid (B) contents of cabbage,

red cabbage, kohlrabi, broccoli, kale extracts. CBE; cabbage extract,

RCE; red cabbage extract, KRE; kohlrabi extract, BCE; broccoli extract,

KLE; kale extract. Bars with different letters indicate significant

differences (p<0.05).
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5. 십자화과 채소의 proteasome 역가 저해율

1) 십자화과 채소의 proteasome 역가 저해율 스크리닝

세포 추출물을 이용한 CE assay (in vitro)와 배양 세포를 대상으로 한

CPIA assay (in vivo)를 적용하여 양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일

추출물의 proteasome 역가 저해율을 비교하였다(Fig. 8). CE assay 결과, 5

가지의 십자화과 채소 모두에서 proteasome 억제 효과를 보이지 않았다. 반

면, CPIA assay 결과에서는 5가지의 십자화과 채소에서 모두 proteasome

억제 효과를 보였다. 특히, 케일은 90.64 ± 6.09 %, 적양배추는 87.71± 4.05 %

로 다른 채소류에 비해 높은 저해율을 보였고, 콜라비 69.34 ± 11.76 %, 양배

추 61.82 ± 2.23%, 브로콜리 59.89 ± 3.84%의 저해율이 나타났다(p<0.05).

이처럼 CE assay (in vitro)에서는 proteasome 억제 효과를 보이지 않았

지만, CPIA assay (in vivo)에서는 proteasome 억제 효과를 보이는 이유는

십자화과 채소류 추출물이 세포막을 통과할 때 각 추출물에 함유된 물질이

proteasome 억제 효과를 나타내는 물질로 구조가 변형되어 세포 내에 작용

했기 때문이라고 생각할 수 있다.

케일과 적양배추가 다른 채소에 비해 높은 proteasome 저해율을 보인 이

유는 다음과 같이 추측할 수 있다. 먼저 케일에 풍부한 polyphenols와

glucosinolates를 분석한 연구에 따르면 케일에서는 flavonol 유도체 21종,

hydroxycinnamic acid 유도체 14종, glucosinolates 7종이 분석되었으며, 특

히 flavonol 유도체에는 다양한 종류의 quercetin과 kaempferol 배당체가 풍

부했다[67]. 그리고 quercetin과 kaempferol은 여러 연구에서 proteasome의

chymotrypsin 유사 활성을 억제한다고 보고되었다[54, 85]. 또한, 십자화과 채

소에 존재하는 benzyl isothiocyanate와 phenethyl isothiocyanate는

proteasome의 chymotrypsin, trypsin, caspase 유사 활성을 억제한다고 알려져

있는데[49], 케일은 이러한 성분들을 함유하고 있다[86, 87]. 적양배추는 암의
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발생을 예방하는 것으로 알려진 anthocyanin의 함유량이 높다[88]. 적양배추의

anthocyanin을 분석한 연구에 따르면 적양배추에는 20가지의 cyanidin 배당체

가 풍부한데[70], anthocyanin과 anthocyanidin이 인간 백혈병 세포에서

proteasome의 chymotrypsin 유사 활성을 억제한 연구에 따르면 cyanidin과

cyanidin 배당체인 Cyanidin-3,5-diglucoside (cyanin), Cyanidin-3-glucoside

(kuromanin), Cyanidin-3-galactoside (ideain), Cyanidin-3-rutinoside

(keracyanin)이 효과를 나타낸 것으로 보고되었다[52]. 따라서 케일은 flavonol

과 glucosinolate의 가수분해 생성물인 isothiocyanate가 proteasome 억제에

영향을 미쳤으며, 적양배추는 anthocyanin과 anthocyanidin이 proteasome 억

제에 영향을 미친 것으로 볼 수 있다.
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Fig. 8. Proteasome inhibitory activities of cabbage, red cabbage,

kohlrabi, broccoli, kale extracts. (A): cell extract proteasome

inhibitory activity (CE assay), (B): cellular proteasome inhibitory

activity (CPIA assay). CBE; cabbage extract, RCE; red cabbage extract,

KRE; kohlrabi extract, BCE; broccoli extract, KLE; kale extract. Bars with

different letters indicate significant differences (p<0.05).
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2) 케일의 농도별 proteasome 역가 저해율

CPIA assay에서 proteasome 역가 저해율이 가장 높은 십자화과 채소 1가

지를 선정하고 CPIA assay (in vivo)를 적용하여 농도 변화에 따른

proteasome 역가 저해율을 확인하였다(Fig. 9). 케일 추출물을 1, 10,

100µg/mL의 농도로 처리하였을 때, 1µg/mL에서 30.00 ± 16.32 %, 10µg/mL

에서 61.01 ± 1.12%, 100µg/mL에서 96.10 ± 24.21 %의 proteasome 역가 저해

율을 보였으므로, 케일 추출물은 농도 의존적으로 proteasome 억제 효과를

나타냄을 알 수 있다(p<0.05). 따라서 케일 추출물을 용매별로 분획하여

CPIA assay를 통해 proteasome 역가 저해율을 확인한 후, LC-MS 분석을

진행하여 케일 속 proteasome 저해 물질을 찾고자 한다.
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Fig. 9. Cellular proteasome inhibitory activity of kale extract. HepG2

cells were treated with kale extract (0, 1, 10, 100μg/mL) for 1h. KLE;

kale extract. Bars with different letters indicate significant differences

(p<0.05).



- 49 -

6. Genistein 및 배당체의 proteasome 역가 저해율

Proteasome의 β1, β5 subunit을 억제한다고 알려진 flavonoid 계열 물질

인 genistein[89]과 genistein 배당체인 genistin, 6“-O-Malonyl genistin,

6”-O-Acetyl genistin의 proteasome 역가 저해율을 측정하였다(Fig. 10.).

CE assay (in vitro)에서는 genistein 35.14 ± 0.73%, genistin 28.20 ± 3.19%,

6”-O-Malonylgenistin 16.88 ± 20.93 %, 6”-O-Acetylgenistin 0.11 ± 6.15 %의

저해율을 보였으며(p<0.05), CPIA assay (in vivo)에서는 genistein 21.13 ±

4.20 %, genistin –1.95 ± 4.44 %, 6”-O-Malonylgenistin -2.94 ± 7.84 %,

6”-O-Acetylgenistin 54.99 ± 7.34%의 저해율을 보였다(p<0.05).

즉, CE assay에서는 genistein과 genistin이 proteasome 억제 효과를 나타

내고 CPIA assay에서는 genistein과 6”-O-Acetylgenistin이 proteasome 억

제 효과를 나타낸다는 것을 알 수 있다. 이와 같은 결과를 통해 genistein의

proteasome 억제 활성을 확인할 수 있었으며, CE assay에서 proteasome 억제

효과를 보이지 못한 6”-O-Acetylgenistin이 CPIA assay에서는 세포막을 통

과할 때 Acetyl 기가 제거되고 genistein 형태로 세포에 작용하여

proteasome 활성을 억제한 것으로 볼 수 있다.
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Fig. 10. Proteasome inhibitory activities of Genistein and its

glycosides. (A): cell extract proteasome inhibitory activity (CE

assay), (B): cellular proteasome inhibitory activity (CPIA assay).

Bars with different letters indicate significant differences (p<0.05).
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7. 케일에 의한 NF-κB 활성 변화

HepG2 세포에 케일 추출물을 24시간 처리하고 TNF-α로 세포질에 존재

하는 NF-κB를 활성화시켜 핵 안으로 유도한 후, Western blot을 통해 케일

추출물이 NF-κB 활성에 미치는 영향을 측정하였다(Fig. 11). 케일은 1,

10µg/mL의 농도에서 positive control (TNF-α +, KLE -)과 비교했을 때

유의적인 차이를 보이지 않았지만, 100µg/mL의 농도에서는 positive control

과 유의적인 차이를 보이므로 NF-κB 활성을 억제하였다(p<0.05).

이와 같은 결과가 나타난 이유는 케일에는 NF-κB 활성을 억제한다고 보

고된 flavonol 계열의 quercetin과 kaempferol 및 carotenoid 계열의 β

-carotene이 풍부하기 때문이라고 생각할 수 있다[53, 90, 91, 92]. 또한,

proteasome 역가 저해율 측정 실험에서 케일은 proteasome 억제 효과를 나

타냈기 때문에 NF-κB 활성에도 억제 효과를 보인 것을 알 수 있다.
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Fig. 11. Effect of kale extract on TNF-α-induced NF-κB

activation. HepG2 cells were treated with kale extract (0, 1, 10, 100μ

g/mL) for 24h and NF-κB activation was induced by 10ng/mL TNF-α 

for 30min. Nucleolin was used as loading control. KLE; kale extract.

Bars with different letters indicate significant differences (p<0.05).
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8. Proteasome 억제 물질 분석

1) 케일 추출물 및 분획물의 proteasome 역가 저해율 비교

CPIA assay (in vivo)를 적용하여 케일 70% ethanol 추출물과 hexane,

chloroform, ethyl acetate, butanol, water 분획물의 proteasome 역가 저해율

을 비교하였다(Fig. 12). 각각의 저해율은 70% ethanol 추출물 43.02 ± 7.44

%, hexane 분획물 37.03 ± 4.01 %, chloroform 분획물 47.99 ± 4.82 %, ethyl

acetate 분획물 44.88 ± 3.27 %, butanol 분획물 6.48 ± 8.88 %, water 분획물

8.46 ± 3.74 %로 나타났다(p<0.05). 따라서 hexane, chloroform, ethyl acetate

분획물이 butanol과 water 분획물보다 높은 proteasome 억제 활성을 보인다

는 것을 알 수 있다.

분획물에 따라 proteasome 역가 저해율에 차이가 나는 이유는 각 분획물

별로 분리되는 성분들이 다르기 때문이다. 특히, hexane 분획물에는

carotenoids와 chlorophylls 같은 지용성 성분이 분리되어 나오며[93, 94],

ethyl acetate 분획물에는 polyphenols가 풍부하게 분리된다[95, 96]. 따라서

케일에는 proteasome 억제 효과를 보이는 물질이 한 종류가 아닌 여러 종

류가 존재한다고 볼 수 있다.
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Fig. 12. Proteasome inhibitory activities of kale extract and solvent

fractions. Bars with different letters indicate significant differences

(p<0.05).
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2) 케일 추출물 및 분획물의 LC-MS 분석

케일 추출물 및 분획물에 존재하는 식물생리활성물질과 CPIA assay 결과

를 바탕으로 분획물별 proteasome을 억제할 것으로 보이는 물질을 알아보

기 위해 LC-MS 분석을 수행하였다(Fig. 13, 14, 15, 16).

검출기 파장 320nm에서 분석한 크로마토그램에서는 다른 용매 분획물들

에 비해 ethyl acetate 분획물의 peak 면적이 가장 크게 나타났다. 검출기

파장 450nm에서 분석한 크로마토그램에서는 hexane과 ethyl acetate 분획물

의 peak 면적이 크게 나타났고, chloroform 분획물은 hexane과 ethyl

acetate 분획물에서 나타나는 peak가 작지만 동시에 나타났다. 즉, ethyl

acetate 분획물은 다른 분획물보다 320nm에서의 peak 면적이 크며 다양한

peak들이 보이는데, 이러한 peak들은 polyphenols이고 proteasome 억제에

기여할 것으로 생각된다[68]. 또한, hexane 분획물은 다른 분획물보다

450nm에서의 peak 면적이 크고 다양하게 나타나는데, 이러한 peak들은

hexane에 잘 녹는 지용성 물질인 carotenoids와 chlorophylls에 속하며

proteasome 억제 효과를 보일 것으로 생각된다[92, 93, 94].

Hexane 분획물을 450nm 파장으로 분석한 결과(Fig. 14-B)에서 가장 큰

peak가 나타내는 분자량은 568로, hexane에 추출되는 지용성 성분인

carotenoids와 chlorophylls에 속하는 물질과 비교하였을 때 lutein으로 예상

되었다. 따라서 lutein 분석 조건으로 분석을 진행한 결과, 15분에서 lutein

standard와 hexane 분획물에서 동일한 분자량을 보이는 peak가 검출되었고

lutein은 NF-κB를 억제한다고 보고되었으므로[92], hexane 분획물의

proteasome 억제 효과를 나타낸 물질은 lutein으로 볼 수 있다.

Ethyl acetate 분획물을 320nm 파장으로 분석한 결과(Fig. 13-D)와 케일

에 함유된 polyphenols를 분석한 연구[67]를 비교하였을 때 분자량 959인 물

질이 발견되었다. 따라서 polyphenols만을 분석하는 조건으로 분석을 진행한
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결과, polyphenols로 보이는 다양한 peak들이 검출되었으며, 42분에서 959의

분자량을 가지는 hydroxycinnamic acids 계열의 trisinapoyl-diglucoside가

분석되었다[67]. Ethyl acetate 분획물은 trisinapoyl-diglucoside 외에도 다양

한 peak들이 분석되었으므로, proteasome 억제 효과를 나타내는 물질이 하

나 이상 존재할 것으로 생각된다.
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Fig. 13. Chromatograms of kale extract and fractions at detector wavelength 320nm. (A): 70% Ethanol

extract, (B): Hexane fraction, (C): Chloroform faction, (D): Ethyl acetate fraction, (E): Butanol fraction, (F):

Water fraction.

(B)

(C)

(E)

(F)

(D)(A)
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Fig. 14. Chromatograms of kale extract and fractions at detector wavelength 450nm. (A): 70% Ethanol

extract, (B): Hexane fraction, (C): Chloroform faction, (D): Ethyl acetate fraction, (E): Butanol fraction, (F):

Water fraction.

(A)

(B)

(C)

(E)

(F)

(D)
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Fig. 15. Chromatograms of lutein standard and kale hexane fraction.

(A): DAD chromatograms, (B): MS chromatograms

(A)

Retention time

15.567

Hexane fraction

Lutein standard
Retention time

15.532

Mass

568

Mass

568

(B)
Lutein standard

Hexane fraction
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Fig. 16. Chromatograms of kale ethyl acetate fraction. The molecular

weight of 959 represents trisinapoyl-diglucoside, a component of kale.

Mass

959

Retention time

42.551
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3) 적양배추 추출물의 LC-MS 분석

적양배추 추출물에 존재하는 식물생리활성물질과 proteasome 저해 물질이

존재할 것으로 예상되는 물질을 알아보기 위해 LC-MS 분석을 수행하였다

(Fig. 17).

적양배추의 anthocyanins 분석 연구[70]를 참고하여 적양배추 추출물을

LC-MS로 분석한 결과, proteasome의 chymotrypsin 유사 활성을 억제한다

고 보고된 cyanidin-3-glucoside-5-glucoside[52]를 포함하여 총 16가지의

cyanidin 배당체가 발견되었다(Table 5). 따라서 proteasome 역가 저해율 측

정 실험(in vivo)에서 적양배추가 효과를 나타낸 이유는 다양한 종류의

cyanidin 배당체가 영향을 미쳤기 때문이라고 생각할 수 있다.



- 62 -

Fig. 17. Chromatograms of anthocyanins in red cabbage extract.

Time Compounds
[M]+

(m/z)
14.45 Cyanidin-3-diglucoside-5-glucoside 773
17.29 Cyanidin-3-glucoside-5-glucoside 611
32.88 Cyanidin-3-(sinapoyl)-diglucoside-5-glucoside 979
38.83 Cyanidin-3-(caffeoyl)(p-coumaroyl)-diglucosides-5-glucoside 1081
40.20 Cyanidin-3-(feruloyl)-triglucosides-5-glucoside 1111
41.02 Cyanidin-3-(sinapoyl)-triglucoside-5-glucoside 1141
45.80 Cyanidin-3-(feruloyl)(feruloyl)-triglucoside-5-glucoside 1287
46.08 Cyanidin-3-(caffeoyl)-diglucoside-5-glucoside 935
47.90 Cyanidin-3-(feruloyl)(sinapoyl)-triglucoside-5-glucoside 1317
56.35 Cyanidin-3-(p-coumaroyl)-diglucoside-5-glucoside 919
57.81 Cyanidin-3-(feruloyl)-diglucoside-5-glucoside 949
57.81 Cyanidin-3-(sinapoyl)-diglucoside-5-glucoside 979
63.04 Cyanidin-3-(sinapoyl)-glucoside-5-glucoside 817
65.14 Cyanidin-3-(feruloyl)(feruloyl)-diglucoside-5-glucoside 1125
67.90 Cyanidin-3-(feruloyl)(sinapoyl)-diglucoside-5-glucoside 1155
70.37 Cyanidin-3-(sinapoyl)(sinapoyl)-diglucoside-5-glucoside 1185

Table 5. Retention time and MS data of anthocyanins in red

cabbage extract.
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Ⅳ. 결론

1. 십자화과 채소류 추출물 5종은 HepG2 cell에 급성 독성을 미치지 않

았다.

양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일 추출물을 HepG2 cell에 100μ

g/mL 이하의 농도로 처리하였을 때, 모든 추출물에서 세포 독성률이 10%

미만으로 나타났다. 따라서 0-100µg/mL의 농도 내에서 실험을 진행하였다.

2. 십자화과 채소류 추출물 5종은 HepG2 cell의 증식을 저해하였다.

양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일 추출물을 HepG2 cell에 100μ

g/mL 이하의 농도로 처리하였을 때, 모든 추출물은 세포 증식률을 감소시

켰다(p<0.05). 이러한 결과는 각 추출물의 항산화능 및 proteasome 억제 효

과가 영향을 미쳤을 것이라고 추측할 수 있다.

3. 십자화과 채소류 추출물 5종은 항산화 효과를 나타냈으며, 특히 적양

배추와 케일 추출물이 높은 항산화 효과를 보였다.

양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일 추출물을 DPPH, ABTS, CAA

assay를 통해 항산화능을 평가한 결과, 적양배추 > 케일 > 콜라비 > 브로

콜리> 양배추 추출물 순으로 항산화능을 보였다(p<0.05). 특히 적양배추와

케일 추출물은 다른 추출물에 비해 높은 항산화능을 보였는데, 이는 적양배

추에 풍부한 안토시아닌과 케일에 풍부한 카로티노이드의 항산화 활성 때문

이라고 생각된다.

4. 십자화과 채소류 추출물 5종의 항산화 성분 함량을 측정한 결과, 항

산화능이 우수한 적양배추와 케일 추출물에서 높은 항산화 성분 함량이
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측정되었다.

양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일 추출물의 항산화 성분 함량 측

정을 위해 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과, 총 폴리페

놀 함량은 케일 > 적양배추 > 브로콜리 > 콜라비 > 양배추 추출물 순으로

높았으며, 총 플라보노이드 함량은 적양배추 > 케일 > 브로콜리 > 콜라비

> 양배추 추출물 순으로 높았다(p<0.05). 이는 적양배추와 케일 추출물이

다른 추출물에 비해 항산화능이 우수했던 결과와 관련이 있음을 알 수 있

다.

5. 십자화과 채소류 추출물 5종은 CE assay에서 proteasome 활성 억제

효과를 보이지 못했지만, CPIA assay에서는 proteasome 활성 억제 효

과를 보였다.

양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일 추출물의 proteasome 활성 억제

효과를 평가하기 위해 CE assay와 CPIA assay를 적용한 결과, 모든 추출

물은 CE assay에서는 효과를 나타내지 않았고 CPIA assay에서 효과를 나

타냈다(p<0.05). 이는 십자화과 채소류 추출물에 함유된 식물생리활성물질

이 세포막을 통과할 때 그 구조가 변형되어 나타난 결과라고 추정되며, 각

추출물 별로 함유된 식물생리활성물질의 종류와 양이 다르기 때문에

proteasome 역가 저해율에 차이가 있는 것으로 생각된다.

6. CPIA assay에서 가장 높은 효과를 보였던 케일 추출물은 농도 의존

적으로 proteasome 역가 저해율을 보였다.

십자화과 채소류 5종으로 proteasome 역가 저해율을 평가하여 CPIA

assay에서 가장 높은 저해율을 보였던 케일 추출물을 1, 10, 100μg/mL 농

도로 HepG2 cell에 처리하였을 때 농도 의존적으로 proteasome 활성을 억



- 65 -

제하였다(p<0.05). 이러한 결과는 케일에 함유되어 있고 proteasome 억제

효과가 있다고 알려진 quercetin, kaempferol, benzyl isothiocyanate,

phenethyl isothiocyanate에 의한 것으로 생각할 수 있다.

7. 6“-O-Acetyl genistin은 CE assay에서는 proteasome 억제 효과를

나타내지 않았지만, CPIA assay에서는 proteasome 억제 효과를 나타냈

다.

Genistein 및 유도체의 proteasome 역가 저해율을 평가한 결과, genistein

은 CE assay와 CPIA assay에서 proteasome 활성 억제 효과를 보였고,

6“-O-Acetyl genistin은 CPIA assay에서 proteasome 활성 억제 효과를 보

였다(p<0.05). 이러한 결과는 6“-O-Acetyl genistin이 세포막을 통과할 때

acetyl 기가 제거되고 genistein의 구조로 세포에 작용하여 proteasome 활성

을 억제한 것으로 추측할 수 있다.

8. 케일 추출물은 NF-κB 활성 억제 효과를 보였다.

케일 추출물을 1, 10, 100μg/mL 농도로 HepG2 cell에 처리하였을 때, 100

μg/mL에서 NF-κB 활성이 억제되었다(p<0.05). 이는 케일에는 NF-κB 활

성을 억제하는 quercetin, kaempferol, β-carotene이 풍부하며, proteasome

역가 저해율 측정 실험에서의 효과로 인한 것으로 생각된다.

9. 케일의 용매별 분획물은 CPIA assay 결과에서 hexane, chloroform,

ethyl acetate 분획물에서 proteasome 억제 효과를 보였다.

케일 추출물을 용매별로 분획한 후 CPIA assay를 적용하여 proteasome

역가 저해율을 평가한 결과, hexane, chloroform, ethyl acetate 분획물에서

proteasome 억제 효과를 나타냈다(p<0.05). 따라서 케일 추출물의



- 66 -

proteasome 억제 효과를 나타내는 물질은 hexane, chloroform, ethyl

acetate 분획물에 함유되어 있음을 알 수 있다.

10. 케일 분획물을 LC-MS로 분석한 결과에서 hexane 분획물은

450nm, ethyl acetate 분획물은 320nm 파장에서 면적이 큰 peak가 검

출되었다. 특히, hexane 분획물에서는 lutein이 분석되었고, ethyl

acetate 분획물에서는 trisinapoyl-diglucoside를 포함하여 다양한

polyphenols가 분석되었다.

검출기 파장 450nm에서는 hexane 분획물, 320nm에서는 ethyl acetate 분

획물의 peak 면적이 크게 나타났다. 이는 각 용매별로 추출되는 성분이 다

르기 때문인데, 분획물에는 지용성 물질인 carotenoids와 chlorophylls가 추

출되고 ethyl acetate 분획물에는 polyphenols가 추출되기 때문이다. 따라서

hexane 분획물에서는 lutein, ethyl acetate 분획물에서는 trisinapoyl-

diglucoside를 포함한 다양한 polyphenols가 분석되었다고 생각된다.

11. 적양배추 추출물을 LC-MS로 분석한 결과에서 anthocyanins 중

cyanidin 배당체들이 발견되었다.

적양배추 추출물에는 Proteasome 억제 효과가 있다고 알려진 cyanidin-3

-glucoside-5-glucoside를 포함하여 총 16가지의 cyanidin 배당체가 분석되

었다. 즉, proteasome 역가 저해율 측정 실험에서 적양배추 추출물의 효과

는 다양한 종류의 cyanidin 배당체로 인한 것으로 생각된다.

따라서 양배추, 적양배추, 콜라비, 브로콜리, 케일의 세포증식 억제, 항산

화능 및 항산화 성분 함량, proteasome 및 NF-κB 활성 억제, LC-MS 분석

결과를 통해 천연 proteasome 억제제로의 가능성을 확인할 수 있었다.
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ABSTRACT

Effects of Cruciferous Vegetables Extracts

on Proteasome Activities

Jeon Eun Young

Department of Next Generation Applied Sciences

Graduate School of

Sungshin University

The 26S proteasome is a major protease in eukaryotic cells. It maintains

intracellular proteins by regulating various cellular pathways and removing

damaged proteins that are prone to misfolding or aggregation. NF-κB

plays a crucial role in tumorigenesis by inhibiting apoptosis and inducing

angiogenesis, cell proliferation, and migration. The 26S proteasome induces

NF-κB, which is in an inactive state in the cytoplasm, to move into the

nucleus and become an activated state. Therefore, inhibition of the 26S

proteasome can play a pivotal role in preventing cancer by regulating the

function of NF-κB. In this study, cabbage, red cabbage, kohlrabi, broccoli,

and kale were selected among cruciferous vegetables consumed worldwide

and rich in phytochemicals. In order to confirm anticancer and antioxidant

effects, cell proliferation, antioxidant capacity and antioxidant component
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content, proteasome inhibitory effect, and NF-κB activation inhibitory effect

of vegetable extracts were evaluated in liver cancer cells. In addition, kale

and red cabbage, which had high proteasome inhibitory effects, were

analyzed by LC-MS. In the cell proliferation experiment using the MTT

assay, all five vegetable extracts significantly reduced the cell proliferation

rates (p<0.05). In the antioxidant activity measurement experiments using

DPPH, ABTS, and CAA assays, red cabbage and kale extracts showed

significantly high antioxidant activities (p<0.05). In the antioxidant

component content measurement experiments using the total polyphenol and

total flavonoid content measurement, the red cabbage and kale extracts

showed significantly high antioxidant component contents (p<0.05), same

as the results of the antioxidant activity measurement experiments. As a

result of the proteasome titer inhibition rate measurement experiment, all

five vegetable extracts did not show significant proteasome inhibitory

effects in the CE assay using cell extracts, but in the CPIA assay that

measures the intracellular proteasome titer inhibition rate, all five vegetable

extracts showed significant proteasome inhibitory effects. In particular,

kale extract showed the highest proteasome titer inhibition rate in a

dose-dependent manner (p<0.05). In addition, in the measurement of the

proteasome titer inhibition rate of genistein, which is known to have

proteasome inhibitory effect, and the glycosides genistin,

6“-O-Malonylgenistin, and 6”-O-Acetylgenistin, 6”-O-Acetylgenistin,

which had no effect in the CE assay, showed the highest proteasome

titer inhibition rate in the CPIA assay (p<0.05). As a result of

confirming the effect of kale extract on NF-κB activity through western
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blot experiment, NF-κB activity was significantly inhibited at a

concentration of 100μg/mL (p<0.05). The kale extract, which had the

highest proteasome titer inhibition rate, was fractionated for each solvent,

and the proteasome titer inhibition rate measurement experiment was

conducted. As a result, the hexane, chloroform, and ethyl acetate

fractions showed significant proteasome inhibitory effects (p<0.05). As a

result of analyzing kale extracts and fractions by LC-MS, peaks with

larger area values than other fractions were analyzed in the ethyl acetate

fraction at a detector wavelength of 320nm and in the hexane and ethyl

acetate fractions at a detector wavelength of 450nm. In particular, lutein

of the carotenoid series was analyzed in the hexane fraction, and various

polyphenols including trisinapoyl-diglucoside of the hydroxycinnamic acid

series were analyzed in the ethyl acetate fraction. In the red cabbage

extract, 16 types of cyanidin glycosides were identified through LC-MS

analysis. Therefore, in this study, it was confirmed that cabbage, red

cabbage, kohlrabi, broccoli, and kale can be used as natural antioxidants

and proteasome inhibitors. In particular, it was confirmed that various

phytochemicals contained in kale can act as proteasome inhibitors, and

various cyanidin substances contained in red cabbage can act as

proteasome inhibitors.
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