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Abstract

Naturally occurring antioxidants, such as polyphenols are widely found in fruits, vegetables, wines, juices, and 
other plant-based dietary sources and are divided into several sub classes, including phenylpropanoids, flavonoids, 
stilbenoids, and lignans. As part of the our ongoing search for bioactive food ingredients, the antioxidant and advanced 
glycation end products (AGEs) formation inhibitory activities of the methanolic extract of the aerial parts of Cirsium 
setidens were investigated in vitro bioassay system. The antioxidant properties were evaluated through radical 
scavenging assays using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic 
acid) (ABTS+) radicals. In addition, the activity of C. setidens against diabetes complications was also tested via 
AGEs formation inhibition assay. The total phenolic contents were determined using a UV-VIS spectrophotometric 
method. All tested samples showed a dose-dependent radical scavenging and AGEs inhibitory activities. In particular, 
the n-butanol (BuOH)-soluble portion showed the most potent radical scavenging activities against DPPH and ABTS+ 
radicals with IC50 values of 24.3±1.7 and 25.0±3.3 μg/mL, respectively. Futhermore, the inhibition of AGEs formation 
by the n-BuOH-soluble portion (IC50 value; 46.0±1.5 μg/mL) was higher than that those of the soluble portions 
for the other solvent. The results showed that C. setidens could be considered as an effective source of natural 
antioxidants and other ingredients.
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서 론
1)

당뇨합병증의 중요한 원인으로 알도스 환원효소 관련

polyol pathway flux의 증가, protein kinase C의 활성화, 최종

당화산물(advanced glycation end products, AGEs) 생성 증

가 등이 알려져 있으며(1), 이들 원인에 의하여 당뇨병성
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신증, 망막증, 백내장, 동맥경화 등의 합병증을 유발하는

것으로 알려져 있다(2). 특히, 최종당화산물은 고혈당의 조

건에서환원당과 단백질의비효소적반응에의하여형성되

며, 한번 생성되면 분해되기가 어려워 정상혈당으로 회복

되어도분해되지않고혈액단백질이나여러조직에결합하

여 장기 손상을 유발한다(3). 최근에는 당뇨합병증의 예방

및 치료제 개발과 관련하여 최종당화산물의 생성 억제제

및 생성된 AGEs의 조직 내 결합(AGEs-protein cross-link)을

억제하는 물질의 개발이 계속적으로 진행되고 있으며(4),

그중에서도 천연물 중에 존재하는 최종당화산물 생성을

억제하는 물질의 개발이 주목을 받고 있다(5).

또한 고혈당과 단백질의 비효소적 당화과정으로부터 생
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성되는최종당화산물은 활성산소종(reactive oxygen species,

ROS)에 의해 생성이 가속화되거나 세포표면의 AGEs 수용

체와 결합함으로써 활성산소종의 생성을 유발하여 세포손

상을유발하거나당뇨합병증을유발에깊이관여하는것으

로 보고되어져 있다(6). 이러한 접근방법을 기초로 하여

현재까지 알려진 대표적인 최종당화산물 생성 저해억제물

질로는 aminoguanidine, pyridoxamine 등이 있으며(7,8), 이

들 중 가장 널리알려져있는 최종당화산물 생성억제 물질

인 aminoguanidine이 임상실험에서 독성을 나타내는 것이

보고됨에 따라 보다 부작용이 없는 안전한 최종당화산물

생성저해 물질의 개발이 요구되고 있는 실정이다. 최근에

는 보다 안전하고 우수한 효능을 지닌 새로운 물질발굴을

위하여 천연소재로부터 최종당화산물 생성 저해제 개발을

위한 연구(9)가 활발하게 진행 되고 있으며, 석류나무

(Punica granatum) 껍질, 다래나무(Actinidia arguta) 뿌리,

사철쑥(Artemisia capillaris) 전초 등의 자생약용식물로부

터 최종당화산물의 생성을 효과적으로 저해하는 천연물인

flavonoid, ellagitannin, neolignan 등이 보고되었다(11-13).

곤드레(Cirsium setidens)는 국화과(Compositae)의 다년

생야생초본으로서한방에서는지상부또는뿌리를약용으

로 이용해 왔으며, 지상부는 개화기에 수확하여 뿌리는 가

을철에채취하여말려서경혈, 지혈, 소종의효능으로토혈,

혈뇨, 대하, 간염및고혈압등의치료에사용한다고알려져

있다(14). 곤드레는 고려엉겅퀴라고도 불리며 식이섬유, 비

타민 및 무기질이 함유되어 있으며 매월 5월에 채취하여

식용으로사용하며(15), 봄에 돋아나는연한 어린잎과 부드

러운줄기는살짝데쳐서나물및국으로섭취하며, 줄기껍

질 등은 튀김, 무침, 볶음, 데침 등으로 요리하며 특유의

향미를 느낄 수 있는 차로도 이용된다(16). 천연물로부터

다양한 건강기능성을 나타내는부작용이적은 소재의개발

이 이루어지고 있으며, 산채에는 다양한 기능성을 나타내

는 페놀성 화합물들의 생리활성 성분들을 포함하고 있어

주목을받고있다(17). 최근산채와관련된연구결과에의하

면 곤드레 추출물은 항산화, 항암, 멜라닌 생성 촉진활성을

가진 flavonoid, triterpene 및 coumarin등의 성분이 알려져

있다(18-20). 최근 건강과 관련하여 곤드레의 소비자의 수

요가증가하고있는실정이며항비만효능도보고되어지고

있다(21). 본 연구에서는 곤드레의 메탄올 추출물 및 각

분획물에 대하여 당뇨합병증과 관련된 최종당화산물 생성

억제 및 항산화 활성을 평가에 활용한 AGEs 및 라디칼

저해활성평가에서 우수한효능을 확인하였기에그결과를

보고하고자 한다.

재료 및 방법
재 료

본 실험에 시료로 사용한 곤드레(Cirsium setidens)는 경

북 영양군 수비면에서 2014년도 5월에채취된 신선한 곤드

레를 사용하였으며, 표본시료는 대구대학교의 식품공학과

천연물화학실험실에 보관하고 있다. 본 실험에서 사용된

시약으로 bovine serum albumin(BSA), 3-morpholinosydnonimine

(SIN-1), dihydrorhodamine123(DHR123), aminoguanidine,

Folin and Ciocalteau's phenol reagent, gallic acid, 2,2'-

azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS), 1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), (+)-catechin 및 tacrine은

Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA) 구입하여 사용하

였고, 그 외에 사용된 용매 및 시약은 모두 일급 이상의

등급을 사용하였다.

추출물의 제조 및 분획

신선한곤드레 5.0 kg을메탄올로침지추출을 3회반복하

여 여과한 후 농축하였다. 얻어진 곤드레 메탄올 추출물

(386.1 g)에 대해 물에 현탁하여 저극성 용매인 n-Hexane

으로 먼저 추출한 후 수층을 다시 ethyl acetate(EtOAc)와

n-butyl alcohol(n-BuOH)을 이용하여 각각 순차적으로 3회

분획하여 추출하였다. 각 용매추출 분획을 감압 농축하여

건조 시킨 후 각각 n-hexane 가용분획 (193.6 g), EtOAc

가용분획(28.6 g), n-BuOH 가용분획(72.3 g), 물 가용분획

(74.4 g)을 각각 얻었으며(Fig. 1) 각 분획물을 대상으로 라

디칼소거능및최종당화산물생성저해능평가를수행하였

다.

Cirsium setidens (5.0 Kg)

MeOH

n-Hexane ext.
(193.6 g)

EtOAc

n-BuOH ext.
(72.3 g)

n-BuOHEtOAc ext.
(28.6 g)

H2O ext.
(74.4 g)

Cncd.
n-Hexane

Fig. 1. Liquid-liquid partition of the aerial parts of Cirsium setidens.

DPPH 라디칼소거능 측정

곤드레 70% 에탄올 추출물의 전자공여능은 Blois 방법

(22)에 따라 측정하였다. 각 시료용액에 120 μL에 0.45 mM

의 희석한 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 용액 60 μL

을 넣고교반한 후 15분간방치한다음 517 nm에서흡광도

를 측정하였다. 전자공여능은 시료용액의 첨가군과 흡광도

차이를 백분율로 나타내었다.

ABTS
+
라디칼 소거능 측정

곤드레메탄올추출물의 2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid(ABTS) radical 소거능을 Re(23)의 방법을
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변형하여다음과 같이측정하였다. 7 mM ABTS(in water)와

2.4 mM K2O8S2동량을혼합후 실온, 암소에서 12시간 방치

하여 라디칼의 생성을 유도한 후 ABTS+ 라디칼 용액을

희석하여 734 nm에서 흡광도 값이 0.7~0.8 정도가 되도록

희석한 후 사용하였다. 희석한 ABTS
+
라디칼 용액 100 μL

와 곤드레 추출물 100 μL을 혼합하여실온에서 7분간 반응

시킨 후 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 positive

control로는 (+)-catechin을 사용하였으며 결과는 시료를 처

리하지 않은 군에 대한 %로 표시하였다.

In vitro 최종당화산물(AGEs) 생성 저해활성 측정

최종당화산물 생성 저해활성은 Vinson 및 Howard 등이

행한 방법(24)을 변형하여 실시하였다. 10 mg/mL의 알부민

(bovine serum albumin)을 0.2 M phosphate buffer(pH 7.4)에

용해시키고, 0.2 M의 fructose와 glucose를 처리한다. 이때

0.2 M phosphate buffer에 0.02% sodium azide를 넣어 반응기

간 동안 박테리아의 생성을 방지하였다. 이 반응액에 추출

물 또는 양성 대조군인 aminoguanidine을 첨가한 후 37℃에

서 7일 동안 반응시켰다. 배양 후에는 spectroflourometeric

detector(Infinite F200, Tecan Austria GmBH, Grödig,

Austria)를 이용하여 형광도(Excitation: 350 nm, Emission:

450 nm)를 측정하였다.

총페놀성 화합물 함량 평가

총 페놀성 화합물의 함량은 Folin-Denis 방법(25)에 따라

측정하였으며, 추출물 혹은 분획물을 1.0 mg/mL 농도로

조제한 후, 시료 50 μL와 Folin-Denis 시액 50 μL, 0.7 M

탄산나트륨 포화용액 50 μL를 차례로 넣은 다음 이것을

잘 혼합하여 실온에서 60분 방치한 후 UV/VIS 분광광도계

로 750 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 표준물질은 gallic

acid를 이용하여 표준곡선을 작성하여 양을 환산하였다.

결과 및 고찰

DPPH 라디칼 소거활성

보라색을띄는 DPPH 라디칼은항산화활성이있는물질

과반응하게되면안정한형태로돌아가면서색이탈색되고

흡광도값이 감소하는 원리(26)를 이용한본실험의결과로,

Table 1에서 나타낸 것처럼 곤드레 메탄올 추출물 및 각

유기용매 분획에 대해서 DPPH 라디칼 소거활성을 평가한

결과, 신선한 곤드레 메탄올 추출물 IC50값은 48.1±2.1 μ

g/mL 라디칼 소거능을 나타내었으며, 분획물 중 EtOAc층

의 IC50값은 67.9±3.6 μg/mL의 라디칼 소거능을 나타내었

다. 특히, n-BuOH 분획물의 IC50값은 24.3±1.7 μg/mL의 우

수한 라디칼 소거활성을 나타내어, positive control로 사용

된 천연 항산화 성분으로 잘 알려져 있는 (+)-catechin과

유사한활성을나타냄을확인하였다. 한편, 물층과 n-hexane

분획물의 IC50값은 각각 >500 μg/mL, 180.3±13.7 μg/mL의

비교적 약한 라디칼 소거능을 나타내었다. 최근 페놀성 화

합물의 함량과 DPPH 라디칼 소거능은 밀접한 상관관계가

있다는 보고(27)에 근거하여 곤드래 추출물의 항산화 활성

과 페놀성 화합물 함량과의 연관성을 평가한 결과, Table

1 및 4에서 나타낸 것처럼, DPPH 라디칼 소거능은 페놀성

화합물의 함량이 상대적으로 높은 EtOAc 및 n-BuOH층에

서 가장 높은 것을 확인하였고, 그중에서도 라디칼소거 활

성이 강한 n-BuOH층에는 DPPH 라디칼 소거능이 높은 곤

드레의항산화활성이우수한페놀성화합물의존재를시사

하였다. 또한 다양한 엉겅퀴(Cirsium)속 식물에서 발견되는

flavonoid 화합물(28)인 pectolinarin은 항산화활성 메커니즘

을 통한 간보호 작용을 나타내며(29), 곤드레 주요성분인

qunic acid 유도체인 3,4-di-O-caffeoylquinic acid,

chlorogenic acid의 우수한 DPPH 라디칼 소거능활성이 보

고되어져 있다(30). 이들 보고된 화합물이외의 DPPH 라디

칼 소거능을 가진 활성성분의 분리 및 동정이 필요하다고

사료된다.

ABTS+ 라디칼 소거능 측정

ABTS
+
라디칼 소거활성은 시료가 항산화력에 의해

ABTS
+
이 소거되어본래의 청록색이탈색되는정도를 측정

하는방법으로 천연물로부터 항산화활성물질개발을 위한

연구에광범위하게 이용되고 있다(31). 그 결과 Table 2에서

나타낸것처럼 곤드레 메탄올 추출물 및 각유기용매 분획

물에대해농도별라디칼소거능을평가하여활성을 IC50값

으로 나타내었으며, 특히 EtOAc 및 n-BuOH 분획층물의

IC50값은 각각 69.5±2.6 μg/mL, 25.0±3.3 μg/mL의 매우 우수

한 라디칼 소거능을 나타내었으며, 이들 활성은 positive

control인 (+)-catechin의 활성에 상당하는 효능임을 확인하

였다. 한편, 물층과 n-hexane 분획층에서는 상대적으로 낮

은 라디칼소거 활성을 나타내었다(Table 2). 이상의 결과는

Table 4에서 나타낸 것처럼 페놀성 함량 상대적으로 높게

나타난 EtOAc 층 및 n-BuOH 층에서 ABTS
+
라디칼을소거

하는 항산화 활성물질의 존재가 시사되었다. 최근의 연구

결과에 의하면 곤드레에 존재하는 linarin, pectolinarin 등의

플라보노이드류(18) 이외의 qunic acid 유도체인

3,4-di-O-caffeoylquinic acid가 우수한 ABTS+ 라디칼 소거

활성을 나타내었으며(32) 이들 화합물을 포함한 n-BuOH

층에 존재하는 라디칼소거 활성물질의 동정이 필요하다고

사료된다.

최종당화산물 생성 저해활성 측정

최종당화산물은 고혈당의 조건에서 조직에 축적되는 단

백질당화산물로서당뇨병환자에서정상인보다수배 이상

함량이 증가하는 것으로 밝혀져 있어 당뇨병성 합병증과
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Table 1. DPPH radical scavenging activity of the methanolic extract of C. setidens and its organic solvent-soluble portions

Conc. (μg/mL)
Inhibition (%) IC50

(μg/mL)500 250 125 62.5 31.3 15.6

MeOH ext. 96.3±2.31) 80.1±2.0 71.1±1.7 62.9±1.8 53.1±1.5 37.5±1.2 48.1±2.1

n-Hexane layer 31.2±1.7 17.0±1.3 12.6±1.5 8.1±1.0 7.2±0.8 5.1±0.8 >500

EtOAc layer 99.7±2.7 72.1±2.3 65.4±2.5 42.1±1.2 32.1±1.3 25.4±1.0 67.9±3.6

n-BuOH layer 99.8±2.8 87.3±2.6 75.2±2.5 67.1±1.6 56.1±1.5 42.1±1.2 24.3±1.7

H2O layer 67.4±1.3 55.7±1.4 31.2±0.7 16.7±0.8 8.8±0.5 6.1±0.3 180.3±13.7

(+)-Catechin
2)

98.2±1.7 92.7±1.7 92.8±1.5 87.6±1.2 69.2±1.3 46.7±0.9 16.2±1.3
1)
Inhibitory effects are expressed as the mean±SD of triplicate experiments.

2)
(+)-Catechin was used as a positive control.

Table 2. ABTS
+

radical scavenging activity of the methanolic extract of C. setidens and its n-hexane-, EtOAc-, n-BuOH-, and H2O-soluble
portions

Conc. (μg/mL)
Inhibition (%) IC50

(μg/mL)200 100 50 25 12.5 6.25

MeOH ext. 98.7±2.71) 98.2±2.5 66.4±2.0 37.5±1.6 19.4±0.8 9.7±0.7 31.1±2.1

n-Hexane layer 41.2±1.3 36.8±1.2 22.2±1.3 10.4±1.4 4.5±1.3 3.1±0.5 >200

EtOAc layer 93.5±2.5 81.6±2.4 81.2±1.7 47.5±1.9 27.3±1.2 12.7±0.8 69.5±2.6

n-BuOH layer 98.2±2.8 93.6±2.3 66.4±2.0 37.5±1.6 19.4±0.8 9.7±0.7 25.0±3.3

H2O layer 99.5±2.4 97.5±2.3 78.1±1.6 46.7±1.3 21.0±0.8 8.4±0.6 241.6±4.6

(+)-Catechin
2)

99.9±2.7 99.8±2.3 94.3±2.4 70.3±1.8 68.1±1.5 36.5±0.8 13.8±1.8
1)Inhibitory effects are expressed as the mean±SD of triplicate experiments.
2)Used as a positive control.

밀접한 상관성을 갖는 중요한 요인으로 알려져 있다(33).

최근 AGEs의 생성은 당뇨합병증과 밀접한 관계가 있으며

당뇨합병증 치료 및 예방 전략으로 많은 연구가 진행되어

지고 있다. 최근에 개발된 대표적인 최종당화산물 생성 저

해제로는 aminoguanidine이 있으나 독성이 보고되어 보다

안전하고부작용이 없는 천연물 유래 AGEs 생성 저해제의

개발을 위한 연구가 진행되고 있다. 본 연구에서 곤드레

추출물의 당뇨합병증관련 효능평가를 위해 수행한 실험의

결과 곤드레 메탄올 추출물의 IC50값은 각각 221.1±7.7 μg

Table 3. Inhibitory effects of C. setidens extract on the formation of advanced glycation end products (AGEs) in vitro

Conc. (μg/mL)
Inhibition (%) IC50

(μg/mL)500 250 125 62.5 31.3 15.6

MeOH ext. 66.0±1.31) 49.8±1.5 37.1±1.3 33.2±0.9 21.7±0.8 19.3±0.7 221.1±7.7

n-Hexane layer 30.1±1.2 17.6±0.8 12.2±0.5 7.2±0.6 5.1±0.5 3.0±0.6 >500

EtOAc layer 29.1±1.0 21.9±0.6 17.5±0.7 8.1±0.5 7.5±0.6 5.2±1.0 >500

n-BuOH layer 86.8±1.8 73.7±1.9 70.7±1.5 57.3±1.1 41.1±1.3 32.1±1.1 46.0±1.5

H2O layer 62.2±2.5 55.6±1.3 23.0±0.8 19.6±0.9 10.1±0.8 5.1±0.6 272.3±4.1

Aminoguanidine
2)

85.1±2.6 70.1±1.8 53.1±1.6 39.1±1.3 32.0±0.7 31.1±0.7 90.7±3.2
1)Inhibitory effects are expressed as the mean±SD of triplicate experiments.
2)Used as a positive control.

/mL의 효능을 나타내었고, n-BuOH 가용분획의 경우 IC50

값이 46.0±1.5 μg/mL의 상대적으로 강한 활성을 나타났다.

양성대조구인 aminoguanidine의 IC50값이 90.2±3.2 μg/mL

과 비교해볼때 n-BuOH 가용분획은 우수한 효능을확인하

였다(Table 3). 최근의 한약재의 최종당화산물 생성저해활

성 1차 검색 연구(34)에 의하면 계피(Xanthium strumarium)

열매의 IC50 값은 16.1 μg/mL, 초과(Plantago asiatica) 80%

에탄올 추출물의 IC50 값은 31.4 μg/mL, 편축(Polygoni

avicularis) 80% 에탄올 추출물의 IC50 값은 33.1 μg/mL의
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최종당화산물 생성저해활성을 나타내었으며 이들의 활성

과 곤드레 메탄올 추출물의 n-BuOH 가용부에 상당하는

우수한 활성을 나타내었다. 최근 flavonoid류의 최종당화산

물 생성 저해활성과 관련된 구조-활성 상관관계가 보고되

어 aglycone에당의존재가활성상승에 영향을 미치는것이

밝혀졌으며(5), quinic acid 유도체의 우수한 최종당화산물

생성 저해활성이 보고(35)되어 져있어 향후 곤드레에 존재

하는최종당화산물 생성저해활성물질의동정 및활성기작

평가가 필요하다고 사료된다.

총페놀 화합물 함량

곤드레 추출물 및 각 분획물에 함유하고 있는 총페놀성

화합물의 함량을 Table 4에 나타내었으며, 곤드레 메탄올

추출물은 1 g당 17.3±1.5 mg의 페놀성 화합물의 함량을

확인하였으며, 유기용매 가용부의 경우 n-hexane 가용부

<물 가용부<EtOAc 가용부<n-BuOH 가용부의 순으로 페놀

성화합물의함유량이증가함을 확인하였다. EtOAc 분획물

은 1 g당 11.0±1.7 mg의 페놀성 화합물을 함유하는 것으로

나타났으며, n-BuOH 분획물이 15.2±1.6 mg으로 상대적으

로높은페놀성화합물의함유량을나타내는것으로분석되

었다. 이상의 결과로 부터 곤드레 추출물의 DPPH 라디칼

소거능은 Table 2 및 3에서나타낸것처럼페놀성화합물의

함량이 상대적으로 높은 n-BuOH 가용부 및 EtOAc 가용부

에서 상대적으로 높은 것을 확인할 수 있었으며, DPPH

라디칼 소거능과페놀성화합물 함량사이에는 밀접한상관

관계가 있다는 보고(27)와도 일치하는 결과였다.

Table 4. Total phenolic contents of the methanolic extract and
organic solvent fractions of C. setidens

Samples Phenolic Contents (mg/g)

MeOH ext. 17.3±1.51)

n-Hexane layer 6.1±0.3

EtOAc layer 11.0±1.7

n-BuOH layer 15.2±1.6

H2O layer 7.0±0.5
1)Data represent the mean±SD three replications.

요 약

신선한곤드레를메탄올로침지추출하여얻어진추출물

에 대해 n-hexane, EtOAc 및 n-BuOH로 극성별 순차 용매

분획을 실시하였고, 얻어진 결과물에 대하여 DPPH와

ABTS
+

radical 소거능및최종당화물생성 저해활성을 평가

하였다. 먼저 DPPH 라디칼 소거활성은 페놀성 화합물의

함량이 상대적으로 높은 n-BuOH 가용부에서 IC50값이

24.3±1.7 μg/mL 으로 우수한 DPPH 라디칼 소거능을 확인

하였고, 곤드레 추출물에 존재하는 페놀성 화합물과 라디

칼 소거능과의 연관성을 시사하였다. 또한 ABTS
+
라디칼

소거능은 EtOAc 및 n-BuOH 분획층물의 IC50값은 각각

69.5±2.6 μg/mL, 25.0±3.3 μg/mL의 라디칼 소거활성이 확인

되었고, 우수한 라디칼 소거 활성물질의 존재가 시사되었

다. 또한, 최종당화물 생성 저해활성을 측정한 결과,

n-BuOH 가용분획에서 IC50값이 46.0±1.5 μg/mL로 높은 생

성저해활성을 나타내었으며, 이는 positive control인

aminoguanidine의 IC50값인 90.2±3.2 μg/mL과 비교해볼 때

우수한 활성이었으며, 다양한 화합물이 공존하는 추출물

상태의시료를단일물질로정제할경우더욱우수한효능의

화합물이 존재할 가능성을 시사하였다. 향후 이들 활성물

질동정을통한활성물질의구조결정및활성기작에대한

연구가필요하며본연구결과는천연물유래의라디칼소거

능및 AGEs 생성저해능을가지는새로운천연기능성소재

발굴을 위한 기초자료로 활용가능하리라 사료된다.
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