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ProtectiveEffectsofCornusofficinalisonOxidativeStress

AssociatedwithCisplatin-InducedNephrotoxicityRats

Tae-HeeKim

DepartmentofFoodIndustrialEngineeringGraduate

SchoolofIndustry,PukyongNationalUniversity

Abstract

Cisplatin is a platinum-containing comples,one of the most effective

anticancerdrugsadministeredtotreatavariousofcancerssuchasovarian,

testicular,bladder,headandneck,anduterinecervixcarcinomas.Highdoseof

cisplatinaremoreeffectivethanlow dosesinovarianandcolorectalcancer.

However,high dosagetreatmentinducesnephro- andneurotoxicity.Cornus

officinalis(CO)hasbeenusedasatraditionalChinesemedicineinurinary

incontinence,reinforceofrenalfuctionandnocturnalenuresis.Thisstudywas

designedtoevaluatethenephroprotectivepotentialofanaturalantioxidant,

againstcisplatin-inducedchangesinrenalfunctionandrenalcortexantioxidant

statusinrats.

Cornus officinalis is naturalresource plantwhich traditionary used at

polyuric,backache,poornutrition,robustness,diuretic,anticancer,antibacterial

agent.

In this study,we observed protein concentration ofserum,serum urea

nitrogencontentandkidneyenzymeoncisplatin(2mg/kg)inducedoxidative
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stressinnephrotoxicityanimalsforfigureout mechanism controllingoxidative

stressincisplatininducedanimals.Beforeinducing,wetakeoraladministration

Cornusofficinalisfor4weeks.

Proteinconcentrationofserum andserum ureanitrogencontentisincreased

incisplatin treatedanimalsbutrecoveredinco-administrationwith Cornus

officinalis.BloodCreatinineandlactatedehydrogenaseactivityareincreasedin

cisplatin treated animals butrecovered in co-administration with Cornus

officinalis.

ROS detoxicication system,Superoxidedismutase,catalaseand glutathion

peroxidaseactivity,areremarkablydecreasedincisplatintreatedanimalsbut

increasedinco-administrationcisplatinwithCornusofficinalis.

Andkidneyglutathioncontent,glutathionreductaseactivityalsoincreasedin

co-administrationcisplatinwithCornusofficinaliswhichisnoticeablyrepressed

incisplatintreatedanimals.

Puttogetheralloboveresults,mechanism forrepressingcisplatininduced

kidneytoxicitybyco-administrationwithCornusofficinalisistheeffectof

reduced lipid peroxidation in kidney by controlling cisplatin induced ROS

creatingsystem anddetoxicationsystem.



- 1 -

서 론

현대사회가 서구화된 식생활과 빠른 문명의 발달로 인해 질병의 형태 또

한 많은 변화를 가져 왔다.특히,우리나라에 있어서는 신장 질환을 지닌

환자들의 수도 적지 않다.통계청에 따르면 고혈압성 신장 질환으로 입원

한 환자는 2004년에 2,653명이고 2006년에는 2,980명으로 소폭 증가하였고,

신장 및 요로 결석으로 입원한 환자는 2004년에 21,080명,2006년에는

21,891명으로 집계 되었으며,신장의 악성신생물질(암)로 입원한 환자는

2004년에 2,502명,2006년에 3,067명이었다.또한 달리 분류 되지 않은 신장

및 뇨란 장애로 입원한 환자는 2004년과 2006년에 각각 1,594명,1,813명으

로 집계되었다(통계청,2004;통계청,2006).따라서 신장의 기능을 강화하

고 질병의 예방 치료에 관한 관심이 증가 하고 있으며 각종 신장질환 약물

과 건강 기능성 식품에 대한 관심 또한 증가하고 있다.

한편 산수유나무(CornusofficinalisSieboldetZuccarini)는 층층 나무과

(Cornaceae)에 속하는 3m가량의 낙엽고목으로서 잎은 마주나며 난상 타

원형 또는 난형이고 길이 4-12cm로서 밑은 둥글고 끝은 날카롭고 뒷면

맥액(脈腋)에 갈색 밀모가 나며 측맥(側脈)은 4-7쌍이다.꽃은 황색으로

3-4월에 피며 산형화서(傘形花序)로서 20-30개의 꽃이 달리고 꽃잎은 피침

상 삼각형이다.과실은 핵과(核果)로서 장질(漿質)이며 10월에 짙은 홍색으

로 익는다.종자를 제거한 과육을 산수유(CorniFructus)라 하며 편압된 긴

원형이고 길이 1.5-2cm,너비 약 1cm이다(厚生省,1981).바깥면은 암적

자색 내지 암자색을 띠며,윤이 나고 거친 주름이 있으며 기부에 과병의

자국이 있다.질은 부드러우며 약간 특이한 냄새와 신맛이 있고 약간 달다

(厚生省,1972;厚生省,1981;山原條二,1986).산수유의 내부 형태가 꽃에
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서 성숙 과실로 싹트기 까지 몇가지 발달 단계로 비교 관찰되었는데 생약

의 사용부위는 화탁동(花托筒)의 성숙한 팽대부인 hypanthium이고,제거된

부분은 진정 과실의 과피가 석세포로 변화된 것이다(下村裕,1986).산지는

중국이 원산이며,한국에서는 중남부의 산야에 자생하고 있다.예로부터 다

뇨증,요통,이명,폐결핵 등의 치료제로 사용되어 왔으며 과실은 자양,강

장,음위,이조에 약효가 있고 간경화,신경에 좋고 이뇨작용,혈압강하작

용,항암 및 항균 작용이 있다고 한방자료에 기록되어 있다(山原條二,

1986;韓藥硏究所委員會,1980).

산수유의 성분으로는 loganin,morroniside와 같은 iridoid 배당체와

sweroside와 같은 secoiridoid 배당체,ursolicacid,oleanolicacid 등의

triterpenoid류,gallicacid,malicacid,tartaricacid 등이 보고 되었고,

tellimagrandin1,tellimagrandin2,isoterchebin(cornustannin1),1,2,

3-tri-O-galloyl-β-D-glucose,1,2,6-tri-O-galloyl-β-D-glucose,1,2,

3,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucose와 geminD,cornusiinA,B,C 및 2,

3-di-O-gallyol-D-glucose,cornusiinD,E와 F,1,7-di-O-galloyl-D-sedoheptullose

등의 tannin류가 보고 되었다(Kim,1999;Guilianetal.,2000).

산수유의 생리활성에 관한 연구로는 산수유 추출물의 항균 및 항산화성

효과(Kim,2005;Parketal.,1995),동물에서의 항당뇨 및 항염증효과(Dai

andHang,1992;Yamaharaetal.,1981),소염작용과 부종의 억제 효과

(Wonetal.,1996),산수유의 물추출물이 정자의 운동성 증가에 미치는 효

과(Jengetal.,1997),B16/F10melanoma세포주의 멜라닌 생성에 미치는

영향(BurksandLittleton,1992),산수유에 함유된 항암물질의 정제 및 특

성(Aprikianetal.,1995)등이 보고되어있다.

한편,cisplatin은 현재 임상에서 고환암,식도암,난소암,방광암,뇌종양,

위암,폐암,자궁경부암,전립선암,골육종 등의 고형암 치료제로 광범위하



- 3 -

게 사용되고 있는 항암제이다(Rosenberg etal.,1969;Connorsetal.,

1972;Broch,1987;Prestayko etal.,1980;Von Hoffetal.,1979).

Cisplatin은 중심에 platium분자를 가지는 제 1세대 백금 착제 항암제로

tumorcell내 핵에 존재하는 DNA 이중나선의 richguanosine,cytosine

region에 교차 결합하여 DNA의 복제 및 RNA와 protein합성을 저해하여

암세포의 성장 및 증식을 억제한다.

Cisplatin

그러나 cisplatin은 오심,구토,이독성,골수독성,위장관 장애,allergy,내

이신경독성 및 신독성 등의 부작용을 나타내기 때문에 임상적인 사용에 있

어 상당한 제한을 받고 있다(KocibaandSleight,1971).특히 cisplatin에

의한 신장 독성은 매우 강하여 신장의 세뇨관 괴사,신장피질,집합관 등에

독성을 나타내어 신장의 기능을 손상시키고 심한 경우에는 사용 환자의 사

망원인이 되기도 한다(Ward and Fauvie,1976;Ward et al.,1976;

Leonardetal.,1971).Cisplatin의 이러한 신장 독성 mechanism은 정확하

게 밝혀지진 않았지만 현재까지의 연구로는 cisplatin투여 시 일어날 수

있는 전해질 불균형에 의해 신장의 세뇨관에서의 재흡수 기능 손상이 급성

세뇨관 괴사와 관련되어 있다는 것(Madias and Harrington,1978)과

cisplatincomplex의 reactivemetabolite이 생성되어 이것이 신장 조직 내
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의 protein이나 lipid,nucleicacid와 같은 필수적인 거대 분자에 공유적 결

합을 하여 세포 독성을 야기한다는 추측이 있다(Rosenberg,1975).또한

neutrophil과 같은 면역 세포의 자극에 의해 oxygenfreeradical이 생성되

며 이러한 oxidativestress에 의해 cytotoxicity가 나타나 신장 조직의

lipidperoxidationlevel을 증가시킨다고 보고되어 있다(ChoiandChong,

1992;Sodzuksetal.,1991;Sugiharaetal.,1987).

현재 이러한 cisplatin의 신장 독성을 감소시키기 위해 carboplatin이나

heptaplatin과 같은 독성이 적은 platinum 유도체를 합성하는 연구가 진행

되고 있으며 mannitol이나 강력한 수화제를 병용하여 cisplatin의 신장내

농도를 감소시켜 신장 독성을 떨어뜨리는 방법을 사용하고 있는데 이러한

경우 cisplatin 자체의 항암효과를 저하시키는 결과를 가져온다.따라서

cisplatin의 가장 큰 독성인 신장 독성을 감소시키면서 항암제로서의 효과

에도 영향을 주지 않은 안전한 항암요법의 개발과 독성을 감소시키는 물질

의 개발이 필요하다.

근래에 와서 인체는 각종 stress및 화학물질에 의한 질병이 야기되고 있

어 관심의 대상이 되고 있다.이러한 화학물질에 의한 손상 기전은 일반적

으로 생체 조직 세포의 손상인데 생체막 구성성분인 다가불포화지방산의

과산화가 그 한가지 원인으로 지적되고 있다(Stocketal.,1990).또한 지

질의 과산화는 생화학적인 요인 즉,freeradical의 생성계로 알려져 있는

cytosolicxanthineoxidase,aldehydeoxidase,microsomalmixedfunction

oxidase,mitochondrialrespiratoty chain 및 catecholamin류와 thiol류,

hemoprotein등의 자동산화에 의해 생성된 freeradical인 활성산소 및 친

전자성 물질들의 공격으로 야기되어진다고 알려져 있다(Ward etal.,

1988).이와같은 물질들은 여러 가지 독작용 뿐만 아니라 식균작용에도 관

여하고 있어 양면성을 지니고 있다.그러나 생체는 freeradical들의 독성을
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제거시켜 주는 해독기구의 존재로 여러 가지 독작용에 의한 조직손상으로

부터 보호받고 있으며,freeradical생성계와 해독계 사이의 불균형 때문에

독작용이 유발된다고 한다.

이에 본 실험에서는 cisplatin으로 손상된 신장에서의 항산화효소계와 지

질과산화에 미치는 영향을 연구하여 산수유의 생리활성 효과의 기전을 연

구하여 밝힘으로써 기능성 식품의 소재나 의약신소재로서 개발하는데 기초

자료를 얻는 것에 목적을 두었다.
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재료 및 방법

1.실험 재료

1-1.시약 및 기구

시약중 cisplatin, sodium thiosulfate, thiobarbituric acid, sodium

dodecylsulfate,bovine serum albumin,reduced glutathione,oxidized

glutathione,xanthinesodium,xanthineoxidase,NADPH,CytochromeC,

bloodureanitrogenkit및 creatininekit는 Sigma사로부터,uricacid및

malondialdehyde 는 Aldrich사로부터 구입하였으며, nicotinamide,

trichloroacetic acid, sodium dihydrogenphosphate, disodium

hydrogenphosphate는 Junsei사로 부터 구입하였다.그 외 시약은 특급 또

는 일급시약을 사용하였다.

실험에 사용한 기구는 glassteflon homogenizer(Changshin scientific

Co., Korea), UV-spectrophotometer(UV-240, Shimadzu, Japan),

refrigerated centrifuge(J2-21,Beckman,USA),ultracentrifuge (65-P7,

Hitachi,Japan),Waterbath(Jeiotech Co.,Japan)및 cold laboratory

chamber(KMC-8512,Koreanmanhattan,Korea)등이었다.

2.실험 동물 및 처치

실험 동물은 효창사이언스(대구)로 부터 분양 받아 동물사에서 일정한

조건(온도 :22±0.5℃,습도 :46-60%,명암 :12시간 light/darkcycle)으로

1주 동안 고형 사료(Table 1)로 적응시킨 체중 180 ± 10 g의

Sprague-Dawley계 웅성 흰쥐를 사용하였다.산수유(전남 구례산 산수유를

씨를 제거한 후 건조하여 분말로 만듦)는 천호식품(주)에서 공급받아 사용
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Table1.Compositionofbasaldiet

Ingredient Basal Diet (%)

Casein 20.0

DL-Methionine 0.3

Corn Starch 15.0

Sucrose 50.0

Fiber1) 5.0

Corn oil 5.0

AIN-mineral Mixture2) 3.5

AIN-vitamin Mixture3) 1.0

Choline Bitartate 0.2

1)Cellulose:SigmaCo.LTD.,USA

2)
MineralmixturebasedonthepatternofRogersandHaper(1965)containthe

following(g/kgdiet):calcium phosphatedibasic500.0,sodium chloride74.0,

potassium citrate monohydrate 220.0,potassium sulfate 52.0,magnesium

oxide24.0,magnesium carbonate3.5,ferriccitrate6.0,zinccarbonate1.6,

cupuriccarbonate0.3,potassium iodate0.01,chromium potassium sulfate

0.55,sucrose,finelypoweredmake1,000

3)
Vitamin mixture(g/kg diet):thiamineHCl0.6,biotin 0.02,riboflavin 0.6,

cyanocobalamine0.001,pyridoxineHCl0.7,retinylacetate0.8,nicotinicacid

3.0,DL-tocopherol3.8,Ca-pantothenate1.6,7-dehydrocholesterol0.0025,folic

acid0.2,methionine0.005,sucrose,finelypoweredmake1,000.
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하였다.산수유는 2% Tween80에 현탁(100,200mg/kg)하여 4주간 경구

로 투여하였다.Cisplatin은 2mg/kg을 복강내로 4주간 투여하였으며 마지

막 투여 24시간 후에 처치하였는데,실험동물은 처치전 12시간 동안 사료

를 제거하고 물만 섭취하도록 하였다.대조약물로서 Mesna (sodium

methanethiolate,200mg/kg)를 사용 하였다.
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3.시료의 채취

시료의 투입이 끝난 실험동물을 CO2로 가볍게 마취시키고 복부 대동맥

으로부터 혈액을 채취하였고 신장은 0.9% 생리식염수로 관류시켜 조직 내

혈액을 제거하고 적출하여 생리식염수에 씻은 후 여지로 가볍게 압박하여

남아 있는 혈액 및 생리식염수를 제거하였다.채취한 혈액은 실온에서 30

분 이상 방치해 두었다가 3000rpm에서 10분간 원심 분리하여 혈청을 얻

어 분석시까지 냉동보관 하였다.흰쥐에서 혈액을 채취한 후 즉시 신장,

간,지라,부고환 지방은 떼어서 무게를 측정하였다.분리한 혈청은 단백질,

Albumin,bloodureanitrogen,creatinine및 lactatedehydrogenase활성

의 측정에 사용하였다.

4.효소원의 조제

신장 조직은 0.1M sodium phosphatebuffer(pH7.4)를 가하여 빙냉하에

서 glassteflonhomogenizer를 사용하여 10% 마쇄액을 만들었다.

이 마쇄액을 homogenate분획으로 하였으며,이것을 600×g에서 10분간

원심 분리하여 핵 및 미마쇄 세포 부분을 제거하였다.다시 10,000×g에서

20분간 원심 분리하여 그 침전물에 일정량의 0.1M sodium phosphate

buffer(pH 7.4)를 가하고 현탁시켜 mitochondria분획으로 하고 상칭액을

다시 105,000×g에서 1시간 동안 초원심 분리하여 얻은 상칭액을 cytosol

분획으로,그 침전물에 동일한 양의 0.1M sodium phosphatebuffer(pH

7.4)를 가하여 현탁시킨 액을 microsome분획으로 하였다.

Mitochondria와 microsome분획은 현탁한 후 재원심 분리하여 효소원으

로 사용하였다.이렇게 얻어진 homogenate는 lipidperoxide및 glutathione

함량 측정에, cytosol 분획은 xanthine oxidase, aldehyde oxidase,

glutathione reductase,glutathione peroxidase,superoxide dismutase,
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glutathioneS-transferase및 γ-glutamylcysteinesynthetase활성의 측정에

사용하였다.또한,Microsomal분획은 aminopyrine N-demethyrase 및

anilinehydroxylase의 활성의 측정에 사용하였으며,mitochondria분획은

catalase활성 측정의 효소원으로 사용하였다(Fig.1).
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Fig.1.Preparationofmitochondrial,cytosolandmicrosomalfraction.
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5.산수유의 일반적인 특성

5-1.일반성분분석

산수유의 수분,회분,조지방 및 조단백 함량 분석은 AOAC법에 따라 실

시하였다.수분함량은 105℃ 조건하에서 수분함량측정기(MB45Moisture

Analyzer,OHAUSCo.,Korea)를 이용하여 측정하였고,회분함량은 550℃

직접 회화법(PDMF-5T,RabPartner,Korea)으로 측정하였다.조단백질함

량은 Kjeldahl법(BUCHIDistillationUnitK-350/355,HwashinInstrument

Co.,Korea),조지방함량은 Soxhlet추출법(EAM4202,Dongwon science

Co.,Korea)으로 분석하여 백분율로 나타내었다.

5-2.pH

산수유 5g을 취하여 10배량의 증류수 50mL을 가해 혼합하고 pH

meter(HM-30V,Toa,Japan)로 측정하였다.

5-3.색도

색도는 산수유 3.5g을 색도 측정용 cell에 채워 넣은 후 색차계(JC801,

colortechnosystem Co.,Japan)를 사용하여 각각의 색도를 L
*
,a

*
,b

*
값

으로 각각 명도,적색도 및 황색도로 나타내었다.이때 사용된 표준백판의

값은 L
*
=93.73,a

*
=-0.12,b

*
=0.11이었다.

6.혈청 중 효소 활성의 측정

6-1단백질,albumin및 요소질소(BUN)의 함량측정

총단백 농도는 biuret법,알부민 농도는 bromcresolgreen법 그리고

bloodureanirtogen(BUN)농도는 urease-indophenol법에 따라 조제된 kit

(아산제약,화성)로 측정하였다.
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6-2Creatinine의 측정

Jaffemethod에 준하여 조제된 kit(Sigma)를 사용하여 실험하였다.즉,

혈청에 alkalinepicratesolution3.0mL을 가하여 실온에서 10분간 반응하

고 acidreagent0.1mL을 가하여 5분간 방치한 뒤 시약 blank를 대조로

500nm 파장에서 흡광도를 측정하여 검량선에 준하여 함량을 mg/dl로 표

시하였다.

6-3Lactatedehydrogenase(LDH)의 측정

6.3mM NAD와 50mmolL-lactate를 함유하는 완충액(pH 8.9)의 반응

액에 효소원인 혈청 50μL를 가하여 340nm에서 흡광도의 증가율을 관찰

하여 효소 활성을 측정(CabaudandWroblewski,1958)하였다.

7.신장 조직 중 lipidperoxide함량의 측정

Ohkawaetal.(1979)의 방법을 변경하여 신장 조직 1g당 10배량의 0.1

M sodium phosphatebuffer(pH 7.4)를 가해 마쇄하였다.이 10% 마쇄액에

동일한 buffer를 동량 가하여 3시간 preincubation시킨 후 8.1% sodium

dodecylsulfate와 20% acetatebuffer(pH 3.5)및 발색의 목적으로 0.8%

thiobarbituricacid를 가하였다.이를 95
o
C에서 1시간 동안 반응시켜 실온

에서 냉각 후에 n-BuOH :pyridine(15:1)을 첨가하여 15분간 원심 분리하

여 생성된 홍색의 n-BuOH :pyridine층을 취하여 파장 532nm에서 그

흡광도를 측정하였다.표준 곡선에서 그 함량을 신장 조직 1 g 당

malondialdehydenmole로 표시하였다.

8.신장 조직 glutathione함량측정
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Ellman(1959)의 방법에 준하여 신장 조직 중 GSH의 함량 측정은 마

쇄액 100μL에 25% HPO3를 섞어 4
o
C,12000rpm에서 10분간 원심분리

한 상징액 시료로 한다.시료 1μL와 phosphatebuffer(1mM EDTA 함

유,pH 7.4)와 OPT(o-phthalaldehyde)를 넣어 15분간 혼합 후 360nm에서

측정하였다.

9.신장 효소 활성의 측정

9-1.Xanthineoxidase/dehydrogenase활성의 측정

Stripe과 Della(1969)의 방법에 준하여 0.1 M potassium phosphate

buffer(pH 7.5)3.0 mL에 효소액 0.4 mL를 가하고 기질인 60 μM의

sodium xanthine0.1mL를 가하였다.이를 37
o
C에서 반응시킨 다음 20%

trichloroaceticacid를 가하여 제단백시키고 상징액을 취해 생성된 uric

acid를 파장 292 nm에서 흡광도를 측정하였다.표준 검량선에 준하여 활

성도를 산정하여 xanthine oxidase의 활성으로 하였으며,반응액 중에

NAD를 첨가하여 uricacid의 농도를 측정한 것을 xanthinedehydrogenase

의 활성도로 하였다.효소 활성의 단위는 1분 당 1mgprotein이 생성되는

uricacidnmole로써 나타내었다.Xanthinedehydrogenase에서 xanthine

oxidase로 전환하는 비의 산정은 XO/XD+XO로 산정하였다.

9-2.Aldehydeoxidase활성의 측정

Rajagopalanetal.(1962)의 방법에 준하여 0.1M potassium phosphate

buffer(pH 7.5)에 기질인 NMN(n-1-methylnicotinamidechloride)와 효소

액을 가해 반응시킨 후 생성물인 2-pyridone을 파장 300nm에서 흡광도의

변화를 읽고 검량선에 준해 활성도를 산정하였다.효소의 활성도는 분당

mgprotein이 생성하는 2-pyridone을 nmole로 표시하였다.
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9-3.Aminopyrinedemethylase의 활성 측정

Nash etal.(1953)의 방법을 약간 변경하여 반응액 2 mL 중 0.1M

Na
+
/K
+
phosphatebuffer(pH 7.5)에 2mM aminopyrine,HCl,0.5mM

NADPH,10mM MgCl2,150mM KCl,1mM semicarbizide및 효소액

(30-400 μg의 단백질)을 가해 이 반응액을 37
o
C에서 30분간 반응시켰다.

그후 15% ZnSO4와 포화 Ba(OH)2를 가하여 반응을 종료시키고 5분간 방

치 후 10분간 원심분리하여 여기서 얻은 상징액 5mL에 발색의 목적으로

Nashreagent를 첨가하고 60
o
C에서 30분간 반응시킨 후 다시 원심분리하

여 상징액을 취하여 파장 415nm에서 그 흡광도를 측정하고 표준곡선에

준하여 활성도를 산정하였다.

9-4.Anilinehydroxylase의 활성 측정

Bidlacketal.(1982)의 방법에 준하여 반응액 2mL중 10mM MgCl2와

150mM KCl이 함유된 50mM Tris.HCl완충액(pH7.4)에 기질인 1mM

anilineHCl,0.5mM NADPH 및 효소액(300-400μg의 단백질)을 가하였

다.이 액을 37
o
C에서 20분간 반응시킨 다음 반응을 종료시킬 목적으로

20% trichloroaceticacid를 가하였다.10분간 원심분리하여 상징액에 발색

의 목적으로 10% Na2CO3와 0.2N-NaOH (2% phenol함유)를 넣고 37
o
C

에서 30분간 반응시킨 후 파장 640nm에서 그 흡광도를 읽고 표준곡선에

서 활성도를 산정하였다.

9-5.Superoxidedismutase(SOD)활성의 측정

Marklund와 Marklund(1974)의 방법에 준하여 0.2 M potassium

phosphatebuffer(200μM cytochromeC,100μM EDTA 함유 pH8.6)1.0
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mL에 효소액 0.2mL를 가하여 icebath상에서 20분간 방치하고 test에는

alkalinedimethylsulfoxide(DMSO)용액 0.5mL,blank에는 non-alkaline

DMSO 용액 0.5mL를 각각 가하여 37
o
C에서 30분간 반응시켰다.파장

550 nm에서 감소되는 cytochrome C의 흡광도를 측정하여 alkaline

DMSO-mediatedcytochromeC reduction을 50% 억제하는 enzyme량을

1unit로 산정하여 활성도를 표시하였다.

9-6.Catalase활성의 측정

Aebi(1974)의 방법에 준하여 50mM potassium phsophatebuffer(pH

7.0)중에 기질인 10mM H2O2의 환원되는 정도를 파장 240nm에서 흡광도

의 변화를 읽고 분자흡광계수 0.041mM
-1
cm

-1
을 이용하여 활성도를 산정

하였다.효소활성의 단위는 1분당 1 mg protein이 분해하는 hydrogen

peroxide의 양을 μmole로 표시하였다.

9-7.Glutathioneperoxidase활성의 측정

Paglia와 Balentine(1967)의 방법에 준해 hydrogen peroxide 및

glutathione이 함유된 0.1mM trisbuffer(pH 7.2)중에서 효소액을 가하여

파장 340nm에서 흡광도를 측정하고 표준 검량선에 준하여 활성도를 산정

하였다.효소 활성의 단위는 1분당 1mgprotein이 생성하는 NADP의 양

을 nmole로 표시하였다.

9-8.GlutathioneS-transferase활성의 측정

Habig et al.(1974)의 방법에 준하여 0.1 M potassium phosphate

buffer(pH 6.5)에 40mM reducedglutathione75μL를 가한 후 효소액 10

μL를 넣고 25℃에서 5분간 preincubation 한 뒤 기질로서
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2,4-dinitrochlorobenzene25 μL를 가하여 2분간 반응시켰다.그후 20%

trichloroaceticacid를 가하여 반응을 완료시키고 시료를 원심 분리하여 얻

은 상징액을 파장 340 nm에서 흡광도를 측정한 후

2,4-dinitrochlorobenzene의 mole흡광계수 9.6mM
-1
cm

-1
를 이용하여 활성

도를 산정하였다.

9-9.Glutathionereductase활성의 측정

Charles와 Robert(1962)의 방법에 준해 10 μmoleEDTA,1.63 μmole

GSSG,0.1μmoleNADPH가 함유된 300μmoleTrisbuffer(pH 7.5)중에

효소액을 첨가하여 22℃,파장 340nm에서 흡광도의 변화를 읽고 분자흡

광계수 6.22mM
-1
cm

-1
을 이용하여 활성도를 환산하였다.효소 활성의 단

위는 1분당 1mgprotein이 분해하는 NADPH의 양을 nmole로 표시하였

다.

9-10.γ-Glutamylcysteinesynthetase활성의 측정

Meister와 Richman(1975)의 방법에 준하여 반응액 1mL 중에 0.1M

trisHClbuffer(pH 8.0)에 8.9mM L-glutamicacid,0.94mM EDTA,3.2

mM MgCl2,1.35mM ATP및 1mM L-α-aminobutylicacid에 효소액

(100-200 μL protein)을 가한 후 37℃에서 10분간 반응시킨 후 10%

trichloroaceticacid로 반응을 완료시켰다.이후,원심분리한 뒤 상징액에

molybdicacid와 aminonaphtholsulfonicacid를 가하여 생성되는 황색의

생성물을 파장 600nm에서 흡광도를 측정하고 표준 검량선에서 산정하였

다.효소의 활성 단위는 1분당 1mgprotein이 생성한 Pi의 양을 nmole로

표시하였다.
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10.단백질 정량 및 통계처리

단백질의 함량은 Lowry etal.(1951)의 방법에 준하여 bovineserum

albumin(Sigma,USA)을 표준품으로 하여 측정하였다.본 실험에서 얻어진

결과는 평균치±표준편차로 표시하였고,통계적 유의성 검증은 Duncan's

multiplerangetest를 이용하였다.
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결과 및 고찰

1.산수유의 일반성분

산수유 분말의 일반성분을 Table2에 나타내었다.산수유 분말의 수분과

회분은 각각 4.35와 4.77%로 나타났으며,조지방과 조단백의 함량은 각각

4.31과 3.21%의 값을 나타냈다.이러한 결과는 Leeetal.(2006)의 산수유의

일반성분 분석결과와 유사한 것으로 나타났다.
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Table2.GeneralcomponentsofCornusofficianalis

(Unit:%,drybasis)

Cornus officianalis 

Moisture 4.35±0.13

Ash 4.77±0.25

Crude lipid 4.31±0.98

Crude protein 3.21±0.04
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2.산수유의 pH와 색도

산수유 분말의 pH와 색도를 측정하여 Table3과 Table4에 나타내었다.

산수유 분말의 pH는 3.21로 산성을 띠는 것으로 나타났으며,이는 Leeet

al.(1992)의 산수유 착즙액의 pH와 유사하였다.

색도의 경우 lightness값이 56.15의 수치를 보였으며, redness와

yellowness는 9.82와 19.25의 값을 나타내어 밝은 적황색을 띠는 것으로 나

타났다.산수유의 색소성분으로 알려져 있는 anthocyanin은 anthocyanin을

구성하는 수산기의 수에 따라 색깔이 변하는 것으로 보고(Francisand

Markakis,1989)되고 있다.산성영역에서 anthocyanin의 색은 orange-red

색을 나타내므로 본 연구결과에서 산수유 분말을 측정한 색도와 일치하는

것으로 사료된다.
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Cornus officianalis 

pH 3.21±0.01

Table3.pH valueofCornusofficianalis

Table4.ColorofCornusofficianalis

Cornus officianalis 

Lightness (L*) 56.15±0.01

Redness (a*) 9.82±0.11

Yellowness (b*) 19.25±0.17
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3.산수유 투여에 의한 체중과 조직 무게의 변화

3-1.체중증가량

Cisplatin단독투여 및 산수유와 cisplatin동시 투여군에서 체중 변화를

관찰한 성적을 Table4에 수록하였다.

정상군의 흰쥐에서의 체중은 4주 동안에 약 99.9g정도 증가되던 것이

cisplatin단독 투여군에서는 약 16.9g증가로 증가비가 현저히 감소되었

으며,산수유 100,200mg/kg을 동시에 투여한 군에서는 각각 2.2g및

35.8g증가되었다.

한편 임상에서 cisplatin의 신독성을 경감시킬 목적으로 사용하고 있는

Mesna(sodium methanethiolate)를 200mg/kg투여한 경우 57g증가로

정상군에는 미치지 못하였으나 산수유와 cisplatin을 동시에 투여한 군보다

현저히 체중이 증가되었다.

3-2.조직무게 변화

실험 종료시에 측정한 장기 무게는 Table5와 같다.즉 cisplatin단독투

여군 및 산수유와 cisplatin동시 투여군에서는 간,비장,그리고 부고환지

방(epididymalfat pad,EFP)의 무게에서 간과 비장,EFP의 무게는

cisplatin단독투여군이 정상군보다 감소하였으며 산수유의 동시투여로 다

소 증가하는 경향을 보였다.한편,신장 무게(Table3)는 cisplatin의 단독

투여로 현저히 정상군에 비하여 증가되던것이 산수유의 동시 투여로 유의

성 있게 억제 되었다.

3-3.신장무게 변화

cisplatin을 투여한 후 산수유 100mg/kg과 산수유 200mg/kg을 전처리

한 실험군과 cisplatin을 투여한 대조군과 mesna를 투여한 대조군에서 신
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Treatment
Dose

(mg/kg)

Body weight

0 1 2 3 4 (week)

Normal 185.8±10.2
a 210.8±17.6

a 224.8±21.7
a 251.6±13.5

a 285.7±17.9
a

Cisplatin 5 191.2±11.2
a 190.7±20.5

a 200.1±19.3
ab 189.6±15.7

c 174.3±14.6
d

           + CRO
100 188.7±10.8a 193.2±15.4a 190.8±200b 190.7±14.0c 91.2±15.8d

200 182.7±10.5a 200.5±14.8a 200.9±17.2ab 210.5±18.6b 218.5±13.5c

           + Mesna 200 180.7±11.3a 198.5±21.3a 215.8±19.6ab 221.6±14.5b 237.7±15.2b

Table5.EffectofCornusofficinalisonweightgainincisplatin-inducedrenaltoxicityinrats

RatswereorallyadministeredCornusofficinalis(CRO)andintraperitoneallyinjectedcisplatinonceadayforfo

24hrafterthelasttreatmentofCRO andcisplatin.Theassayprocedurewasdescribedintheexperimental

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenotsignificantlydifferent(p<0.05).
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Treatment
Dose

(mg/g)

Liver Spleen EFP

mg / body weight

Normal 26.1±1.43c 3.04±0.20a 17.1±1.51a

Cisplatin 5 29.8±0.91a 2.61±0.15b 13.4±1.44c

         + CRO

100 28.9±1.08ab 2.67±0.32b 13.6±2.31bc

200 27.6±1.98bc 2.71±0.19b 15.8±1.55ab

         + Mesna 200 27.1±1.72bc 2.80±0.17ab 16.3±2.41a

Table 6. Effect of Cornus officinalis on organ weight gain in

cisplatin-inducedrenaltoxicityinrats

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).

EFP:eipidymalfatpad.
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Treatment
Dose

(mg/g)

Right Left Total

mg/ body weight

Normal 1.40±0.09e 1.37±0.10c 2.83±0.12d

Cisplatin 5 2.68±0.12a 2.43±0.20a 5.13±0.21a

         + CRO
100 2.55±0.11b 2.40±0.13a 4.95±0.19a

200 2.34±0.08c 2.38±0.06a 4.72±0.21b

         + Mesna 200 2.17±0.07d 2.14±0.14b 4.35±0.18c

Table7.EffectofCornusofficinalison kidney weightgain in

cisplatin-inducedrenaltoxicityinrats

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).

EFP:eipidymalfatpad.
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장의 무게 변화를 비교 관찰한 성적이 Table7에서 볼 수 있다.

각 실험군에서의 신장의 무게는 cisplatin으로 유도하였을 때 무게 증가

를 보였으나 산수유의 투여로 유의성 있게 감소하였다.이는 고도비만쥐의

비만에 대해 실험한 Jayaprakasam etal.(2006)에서 보고한 바와 같이 산

수유에 함유되어 있는 Anthocyanins과 ursolic acid에 의해 신장에

triglyceride농도가 감소되어 지방축척의 억제로 신장의 무게가 감소되는

것을 유추할 수 있다.
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4.신장의 기능

4-1.단백질,알부민 및 혈청 요소질소 함량

Cisplatin및 산수유와 cisplatin을 동시에 투여하고서 단백질,albumin

및 혈중 요소질소의 함량을 관찰한 성적이 Table8과 같다.Cisplatin단독

투여군에서 단백질,알부민 및 혈청 요소질소의 함량이 현저히 증가되던

것이 산수유의 동시 투여로 현저히 감소되었다.

신장염이 있는 쥐에서 알부민의 항상성을 연구한 Kaysen and

Don(1997)은 정상쥐에서는 식이 단백질 수준이 높을수록 혈중 알부민 농

도가 높았고,신장염을 앓고 있는 쥐에서는 단백질 수준이 증가할수록 감

소하였다고 보고했다.그러므로 신장의 손실이 초래하였을 때 혈청 알부민

농도의 저하하는 것은 신장기능의 저하,특히 뇨단백질 배설량의 증가로

인한 결과임을 알 수 있었다.

요소질소(BUN)은 나이가 들수록,고단백식이를 먹일수록 증가하며,신장

을 절제한 경우에 증가한다고 보고되었다(Kim etal.,1999).그리고,뇨로

단백질이 배설되는 것에 대한 적응현상으로써 아미노산의 산화가 감소하

고,신장기능의 저하로 뇨로 배설되는 요소 질소의 양이 감소한다는 것이

사람과 동물에서 보고되어 본 연구 결과와 일치하였다(Rodricksetal.,

2001).따라서 cisplatin의 투여로 신장 기능이 저하되어 뇨를 통한 요소 질

소의 배설이 원활히 이루어지지 않아 혈중 요소 질소의 농도가 높아지는

것으로 볼 수 있다.이러한 현상을 산수유의 투여로 개선하여 주는 것으로

생각된다.

4-2.혈중 creatinine및 lactatedehydrogenase(LDH)활성에 미치는

영향

정상군과 cisplatin단독 투여군 및 cisplatin과 산수유의 동시 투여군에서
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Treatment
Dose

(mg/kg)

Protein Albumin
Serum Urea 

Nitrogen

(g/dl)

Normal 6.51±0.16c 4.54±0.16a 10.5±0.50e

Cisplatin 7.43±0.21a 3.87±0.11b 29.6±1.25a

+ CRO
100 6.99±0.14b 4.02±0.07b 25.7±1.01b

200 6.83±0.13b 4.16±0.21b 21.4±1.28c

+ Mesna 200 6.60±0.16c 4.30±0.09ab 18.7±1.33d

혈중 creatinine,Lactatedehydrogenase(LDH)활성에 미치는 영향을 관찰

Table 8. Influence of Corna officinalis on blood urea

nitrogen(BUN) concentration of cisplatin-induced

renaltoxicityinrats

Rats were orally administered Cornus officinalis(CRO)and intraperitoneally

injectedcisplatinonceadayforfourweeksandkilled24hrafterthelast

treatmentofCRO andcisplatin.Theassayprocedurewasdescribedinthe

experimentalmethods.Values are mean±S.D.for six experiments.Values

followedbythesameletterarenotsignificantlydifferent(p<0.05).
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한 성적을 Fig.2과 3에 나타내었다.

신장 기능의 지표로 널리 알려져 있는 creatinine과 세뇨관 손상 지표로

사용되는 LDH활성에 미치는 영향을 관찰하였다.Creatinine은 신장 실질

장애가 진행되면 내인성 삼투압 이뇨가 생겨 요소의 세뇨관 재흡수를 저해

하여 creatinine,creatine,요산 등에 비하여 상대적으로 뇨중 배설이 증가

된다(ChecchioandComo,1986).Cisplatin을 투여하지 않은 정상군에 비하

여 정상 쥐에 cisplatin을 투여한 군에서 creatinine의 함량이 현저히 증가

되었다.

Lactatedehydrogenase(LDH)는 생체내에서 해당계의 최종 단계에 작용

하는 효소로 L-lactate를 pyruvate로 전환하는 가역반응을 촉매하고 뇨중

근위 및 원위 세뇨관의 손상을 반영하는 것으로 알려져 있다(Melissnoset

al.,1972).Cisplatin과 산수유의 동시 투여에서 cisplatin에 의하여 증가되

던 혈중 creatinine의 함량이 억제 되었다.이러한 경향은 혈중 LDH 활성

에도 유사한 결과를 관찰할 수 있었다.
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Fig. 2. Dose-dependent protective effect of Corna officinalis on

cisplatin-inducedrenaltoxicityinrats.

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).
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Fig.3.InfluenceofdosingontheprotectiveeffectofCornaofficinalis

oncisplatin-inducedrenaltoxicityinrats

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).
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5.신조직중 지질 과산화함량에 미치는 영향

생체내에서 독작용,노화,발암 및 면역 억제작용을 유발하는 원인 물질

로 알려진 활성산소는 생체 내외인성 요인에 의한 친전자성 물질이다

(Wardetal.,1988).이런 활성산소는 세포막의 구성성분인 불포화 지방산

을 과산화시켜 세포의 성분이나 기질 특히 세포막의 연쇄적인 과산화를 일

으켜 세포 괴사 등을 일으킨다.즉 독성물질등 여러 가지 인자에 의하여

생성된 oxygenradical과 반응한 불포화 지방산은 불포화지방산의 radical

이 되고,산소와 결합하여 hydroxyepoxide를 생성하며,이 불포화지방산은

지질과산화물이 생성되어 malondialdehyde로 분해된다.일반적으로 과산화

지질을 유도하는 물질은 그 물질이 세포내에서 직접 radical로 변화하거나

또는 대사부산물로서 oxygen radical을 생성시켜서 이들이 세포내

recycling 반응에 관여하여 계속적으로 radical을 생성하여 지질과산화의

생성을 증가시켜 결국은 조직의 괴사를 초래한다(Stocketal.,1990).

정상군과 cisplatin을 투여하고서 신독성을 유발한 군에 산수유를

cisplatin과 동시에 투여한 군에서 신조직중의 지질과산화물 함량을 관찰한

성적을 Fig.4에 나타내었다.정상군에 cisplatin을 투여한 군에서는 지질

과산화물의 함량이 현저히 증가되던 것이 cisplatin과 산수유를 동시에 투

여함으로써 cisplatin단독 투여군 보다 억제되는 경향을 보였다.
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Fig.4.InfluenceofCornusofficinalisinrenallipidperoxidecontenton

cisplatin-inducedrenaltoxicityinrats.

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).
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6.신장의 활성산소 생성계에 미치는 영향

6-1.Cytosol효소계에 미치는 영향

활성산소에 의한 세포독성은 체내 해독 기구의 작용에 의하여 무독화 되

는 것으로 알려져 있는데(SinhaandMimnaugh,1990),일반적으로 간장의

해독기전은 간세포의 smoothendoplasmicreticulum에 존재하는 대사 효

소계에 의하여 해독 또는 불활성화되어 체외로 배출되는 oxidative(산화)

및 nonsynthetic(비합성) 시키는 phaseⅠ단계와,conjugation(포합) 및

synthetic(합성)시키는 phaseⅡ단계로 나눌 수 있다.

생체내의 정상적인 상태에서는 xanthinedehydrogenase(XD)활성만을

가지고 있는데,radical또는 외부 독성 물질 유입은 이들을 xanthine

oxidase(XO)로 변환시켜 NAD
+
를 필요로 하지 않는 효소 형태로 바꾸어

버린다.이들 XO는 각종 aldehyde,purine등을 분해할 수 있는데,이들 분

해 과정에서 많은 radical이 형성되어 생체내 산화적 손상을 더욱 악화시키

게 된다(IyerandSinz,1999).

신장조직 중의 지질 과산화의 함량의 변동을 관찰하고,지질과산화의 함

량이 증가가 나타나는 기전을 알아볼 보고자 하였다.간장의 대사 과정 중

phaseI단계 중 cytosolenzyme인 신장 xanthineoxidase(XO)와 xanthine

dehydrogenase(XD)의 활성을 관찰한 결과를 Table10에 나타내었다.

정상쥐에 cisplatin을 투여하였을 때에 정상군에 비하여 XD의 활성도가

유의성있게 감소하였으며 cisplatin과 산수유를 동시에 투여하므로서

cisplatin의 단독 투여로 감소되던 XD의 활성이 증가되었다.그리고 정상군

에 cisplatin을 투여하므로서 정상군에 비해 현저히 증가되던 XO의 활성은

산수유의 투여로 감소되었다.이러한 결과로 XO/XD+XO의 전환률 또한

XO와 유사한 결과를 관 찰 할 수 있었다.또 다른 cytosolenzyme인

aldehydeoxidase(AO)활성(Fig.5)역시 정상쥐에 cisplatin을 투여하였을
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Treatment
Dose

(mg/kg)

XD* XO**
Type conversion 

(XO/XD+XO)uric acid nmole/mg 

protein/min

Normal 0.21±0.04a 0.093±0.02c 0.29±0.04d

Cisplatin 0.018±0.01c 0.208±0.02a 0.92±0.15a

          CRO

100 0.048±0.03c 0.193±0.02a 0.80±0.09b

200 0.054±0.04c 0.165±0.01b 0.75±0.06b

          Mesna 200 0.090±0.03b 0.147±0.02b 0.61±0.08c

Table 10.Influence of Cornus officinalis in renalcytosolic enzyme

system activityoncisplatin-inducedrenaltoxicityinrats

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).

*XD:xanthinedehydrogenase.

**XO:xanthineoxidase.
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Fig.5.InfluenceofCornusofficinalisin renalcytosolicenzyme

system activityoncisplatin-inducedrenaltoxicityinrats.

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).
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때 현저히 증가되던 활성이 산수유의 동시 투여로 감소하는 경향을 보였

다.

이러한 결과로 보아 정상쥐에 cisplatin의 투여에 의하여 생긴 신독성의

증가를 산수유의 동시 투여로 억제되는 것은 산수유가 cytosol계 효소의

활성을 조절함으로써 활성산소의 생성을 억제하는 것으로 사료된다.

6-2.Microsomal효소계에 미치는 영향

일반적으로 간장의 해독기전은 간세포의 smoothendoplasmicreticulum

에 존재하는 대사 효소계에 의하여 해독 또는 불활성화되어 체외로 배출되

는 oxidative(산화) 및 nonsynthetic(비합성) 시키는 phaseⅠ단계와,

conjugation(포합)및 synthetic(합성)시키는 phaseⅡ단계로 나눌 수 있다.

그 중 phaseⅠ단계에 관여하는 cytochrome P-450은 mixed function

oxidase로써 약물이 결합하는 형태 및 존재조직에 따라 서로 다른

spectrum을 나타내는데,aminopyrine을 기질로 하여 formaldehyde를 생성

하는 TypeⅠ이 있다.그리고,aniline을 기질로 하여 ρ-aminophenol을 생성

하는 TypeⅡ로 분류하고 있다(IyerandSinz,1999).

이는 microsomal계의 활성산소 생성에 관여하고 있으므로,phaseI단계

인 microsomalenzymesystem에 미치는 영향을 관찰하여 나타난 결과를

Fig.6와 7에 나타내었다.

정상군에 cisplatin을 투여한 군에서는 신장 조직의 microsomalenzyme

으로서 신장의 지질과산화 생성 대사 효소계에 영향을 미치는

aminopyrineN-demethylase(AD)와 anilinehydroxylase(AH)효소 활성

에 대해 측정한 결과,정상쥐에 비하여 cisplatin을 투여하므로서 현저히 증

가 되던 것이 cisplatin과 산수유를 동시에 투여하므로서 cisplatin단독 투

여군과 비교 할 때 별다른 감소 효과는 나타나지 않았다.
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Fig.6.InfluenceofCornusofficinalisin renalcytosolicenzyme

system activityoncisplatin-inducedrenaltoxicityinrats.

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).
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Fig.7.InfluenceofCornusofficinalisin renalcytosolicenzyme

system activityoncisplatin-inducedrenaltoxicityinrats.

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).
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7.활성 산소의 해독계에 미치는 영향

PhaseII반응은 phaseⅠ반응을 거친 약물이나 내인성 및 외인성 물질

을 포합시키고 무독화 시키는 단계이다. 그 중 superoxide

dismutase(SOD)는 xenobiotics로 인하여 생성된 superoxideanion을 H2O2

로 전환시키는 효소로 생체 내 해독 과정에 관여하는 효소 중 하나이다

(CandandVerdetti,1989).Catalase는 체내에서 지방의 자동 산화 및 유

기물의 산화로 생기는 H2O2를 H2O와 O2로 분해하여 무독화 시키는

radicalscavengingenzyme로 물로 변환시켜 생성된 활성 산소를 체외로

배설시킨다(Hussainetal.,1995).Glutathioneperoxidase역시 catalase와

같은 기능을 수행하는 효소로 glutathione을 기질로 하여 유리기를 물로 변

환시켜 생성된 활성 산소를 체외로 배설시킨다.

이러한 radicalscavengingenzyme의 활성은 정상군에 cisplatin을 투여

함으로서 현저히 억제되었고,효소의 활성들이 산수유와 cisplatin을 동시에

투여함으로서 통계적으로 유의성있게 증가되었다.

정상쥐와 cisplatin및 cisplatin과 산수유를 동시에 투여하고서 활성산소

의 해독계인 superoxide dismutase(SOD), catalase 및 glutathione

peroxidase(GSH-Px)의 활성에 미치는 영향을 관찰한 결과를 Table11에

나타내었다.정상쥐에 cisplatin을 투여하였을 때에 정상군에 비하여 free

radical을 H2O2로 변환시키는 효소인 SOD의 활성도가 유의성있게 감소하

였으나,산수유와 cisplatin을 동시에 투여함으로서 cisplatin의 단독 투여로

감소되던 SOD의 활성이 증가되었다.Catalase과 glutathione을 기질로 하

여 catalase와 같은 기능을 수행하는 GSH-Px역시 정상군에 cisplatin을

투여함으로서 정상군에 비해 현저히 감소되었다. 그러나, 산수유와

cisplatin을 동시 투여군의 catalase및 GSH-Px의 활성이 cisplatin단독투

여군 보다 유의성 있게 증가되었다.
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Table11.Influence ofCornusofficinalisin renalantioxidantenzyme

system activitiesoncisplatin-inducedrenaltoxicityinrats

Treatment
Dose

(mg/kg)

SOD Catalase GSH-Px

unit/mg 

protein/mm

H2O2 nmole/mg 

protein/mm

oxidized NADPH 

nmole/mg 

protein/min

Normal 28.3±2.76a 159.6±15.8a 211.5±20.6a

Cisplatin 19.6±1.25d 86.5±19.3c 131.4±17.3c

     + CRO
100 20.7±2.19cd 90.1±9.48c 150.2±18.8c

200 22.9±1.14bc 113.5±13.4b 182.9±14.5b

    + Mesna 200 24.8±1.43b 126.6±10.5b 197.5±15.6ab

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).
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8.GlutathioneS-transferase활성에 미치는 영향

PhaseI대사 과정을 통해 생성된 친전자성 물질을 친핵성 물질인 GSH

와 포합시켜 무독화시키는 phase II 과정에 관여에 glutathione

s-transferase가 관여한다(VosandVanBladeren,1990).

정상쥐에 cisplatin및 cisplatin과 산수유를 동시에 투여하고 활성산소의

해독과정인 phaseII단계 중 glutathioneS-transferase의 활성에 미치는

영향을 관찰한 결과를 Fig.8에 나타내었다.

정상쥐에 cisplatin을 투여하였을 때에 정상군에 비하여 GST의 활성이

현저히 감소되던 것이 산수유와 cisplatin을 동시에 투여하므로서 cisplatin

의 단독 투여군과 비교 할 때 별다른 증가 현상은 나타나지 않았다.
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Fig. 8. Influence of Cornus officinalis in renal glutathione

S-transferaseactivityoncisplatin-inducedrenaltoxicity

inrats.

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).
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9.Glutathione농도 및 glutathione생성계에 미치는 영향

이렇듯 친전자성 물질들과 활성 산소 및 과산화물의 최종적 무독화 과정

에서 필연적으로 glutathione이 요구되는데 이 물질의 함량에 따라 독성 발

현의 유무를 판단할 수 있다.glutathione은 간과 신장에서 glutamicacid,

cysteine 및 glycine을 기질로 γ-glutamylcysteine synthetase와

glutathionesynthetase에 의해 합성된다(BeutlerandGelbart,1986).본 연

구에서는 cisplatin의 독성에 산수유의 투여가 GST의 활성을 저해하는가를

알아보기 위해 GST의 활성에 필연적인 endogenous reactant인

glutathione(GSH)농도를 측정한 결과를 Table12에 나타내었다.

정상쥐에 cisplatin을 투여하였을 때에 정상군에 비하여 glutathione의 함

량이 유의성있게 감소하였으며 산수유와 cisplatin을 동시에 투여하므로서

cisplatin의 단독 투여로 감소되던 glutathine의 함량이 증가되었다.

세포내 GSH의 감소는 화학 물질,방사선,활성 산소에 의해서 야기된

독성에 대한 감수성의 증가이며,신장에서 GSH 자체의 고갈은 신장 기능

을 손상시킨다고 알려져 있다(BeutlerandGelbart,1986).산수유의 동시투

여로 glutathione의 농도가 증가되므로서 glutathioneperoxidase의 활성이

증가 되는 것으로 생각된다.

Cisplatin의 단독 투여에 의한 glutathione의 함량 감소와 cisplatin과 산

수유의 동시투여에 따른 glutathione의 농도 증가의 기전을 알아볼 목적으

로 glutathione합성에 관여하는 γ-glutamylcysteinsynthetase(γ-GCS)의

활성과 산화형 glutathione을 환원형 glutathione으로 환원시키는

glutathionereductase의 활성을 관찰하였다.그 결과 정상군에 cisplatin을

투여하므로서 현저히 감소되던 γ-GCS의 활성에는 별다른 영향이 없었으

나,glutathionreductase의 활성이 cisplatin과 산수유의 동시 투여에 의하

여 증가됨을 관찰할 수 있었다.
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Table 12.Influence of Cornus officinalis in renalglutathione

biosynthesisoncisplatin-inducedrenaltoxicityinrats

Treatment
Dose

(mg/kg)

GSH GR γ-GCS

nmole/mg protein
μmole/g 

of tissue

Pi nmole

/mg 

protein/min

Normal 26.2±3.89a 31.3±2.18a 15.6±0.89a

Cisplatin 14.8±2.11c 9.17±1.42c 6.13±0.55c

        + CRO
100 16.9±1.46c 10.9±1.33c 6.45±0.37c

200 20.2±1.17b 15.3±3.15b 6.50±0.45c

         + Mesna 200 22.5±2.01b 17.6±2.29b 7.17±0.39b

Theassayprocedurewasdescribedintheexperimentalmethods.Valuesare

mean±S.D.forsixexperiments.Valuesfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferent(p<0.05).



- 47 -

요 약

임상에서 각종 암에 사용하는 cisplatin은 심각한 부작용으로 신장장애를

들수 있으며 이러한 신장장애를 경감시킬 목적으로 산수유가 cisplatin의

신독성 경감기전에 어떠한 영향을 주는가를 관찰할 목적으로 일반적인 신

기능검사,신장조직에서의 활성산소의 생성 및 해독계에 미치는 영향을 실

험하여 본 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.체중증가량 및 장기의 무게에서 cisplatin단독투여에 의하여 현저히

감소되던 체중이 산수유와 cisplatin동시 투여에서 증가되었으며,각 장기

중 신장의 무게는 cisplatin의 투여로 증가되던 것이 산수유의 투여로 억제

되었다.

2.신장의 기능시험인 혈청 단백질 및 혈청의 요소질소 함량은 cisplatin

의 단독 투여로 증가되던 것이 산수유의 동시투여로 억제되었으며 혈중

creatinine및 lactatedehydrogenase의 활성은 cisplatin단독투여로 증가되

었으며 산수유의 동시투여로 억제되었다

3.신조직중 지질 과산화함량은 cisplatin의 투여로 증가되던 것이 산수유

의 동시 투여로 억제되었으며,활성산소의 생성계인 xanthineoxidase및

aldehydeoxidase의 활성은 cisplatin의 단독투여로 증가되던 것이 산수유

의 동시투여로 억제되었다.한편 aminopyrine N-demethylase,aniline

hydroxylase의 활성에는 별다른 영향이 없었다.
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4.활성산소의 해독계인 superoxidedismutase,catalase및 glutathione

peroxidase의 활성은 cisplatin의 단독 투여로 현저히 억제되던 것이 산수

유와 cisplatin의 동시 투여로 증가되었으며 glutathioneS-transferase의

활성에는 별다른 영향이 없었다.

5. 신조직중의 glutathione 함량, glutathione reductase의 활성은

cisplatin의 단독 투여로 현저히 억제되던 것이 산수유와 cisplatin의 동시

투여로 증가되었으며,γ-gltamylcysteinesynthetase의 활성에는 별다른 영

향이 없었다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때 cisplatin의 투여로 야기되는 신독성이 산

수유의 동시 투여로 경감되는 기전은 cisplatin에 의한 활성산소의 생성계

및 해독계를 조절하므로서 이로 인한 신조직의 지질과산화의 함량을 감소

시키는 것으로 사료되어진다.
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