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ABSTRACT

Background  : This study aimed to investigate the antioxidant and antiproliferative activities of extract from different parts of water
chestnut (Trapa japonica Flerow).
Methods and Results  : The total polyphenol content of pericarp and seed extract was 438.31 ㎎/g and 25.32 ㎎/g respectively.
DPPH radical scavenging assay showed that the half maximal inhibitory concentration (IC50 values) of pericarp and seed extract
were 5.28 ㎍/㎖ and 355.51 ㎍/㎖ respectively. In addition, the pericarp extract showed strong reducing power. In the MTT assay,
the pericarp extract significantly inhibited the viability of A549, AGS, HeLa, PC-3, HCT116, HT29 and SW620 cell lines compared
with the seed extract.
Conclusions  : These results suggest that T. japonica Flerow extracts have significant antioxidant and antiproliferative activity.
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서 언

암은 현대인들이 가장 두려워하는 질병으로 전 세계인의 주

요 사망원인이며 우리나라의 경우에는 인구 5명중 1명이 사망

에 이르는 질병이다 (Kim, 2014). 암이란 환경, 식생활, 삶의

패턴, 유전 등의 여러 가지 원인들로 인해 정상세포의 불필요

한 세포분열 억제 조절 기능이 제 기능을 하지 못하게 되고

이로부터 세포가 비정상적으로 분열을 거듭해 나가면서 세포

집단을 형성하게 되는 것을 일컫는다 (Chung, 2003). 이러한

암은 주위조직 및 장기를 해하며 다른 장기까지 전이해 나가

면서 인체의 정상적인 기능을 마비시키고 끝내 사망으로 이르

게 하는 질환으로 보통 활성산소종 (reactive oxygen species,

ROS)에 의해 많이 발병되어진다고 알려져 있다 (Anwar et

al., 2013). 우리 인체는 물질대사 및 에너지 생성을 위해 필

수적으로 산소를 필요로 하며 호흡과정을 통하여 몸속으로 들

어온 산소는 인체 내 산화과정에 이용 된다 (Kang et al.,

1999). 그러나 이때 불안전하게 전자를 흡수하게 되면 생체조

직 및 세포를 손상시키는 산화력이 강한 산소인 활성산소가

발생되며 각종질병의 원인이 되는 것이다 (Kim et al., 2013).

실험 재료로 사용된 마름 (Trapa japonia Flerow)은 쌍떡잎

식물 이판화군 도금양목 마름과이며 연못이나 소택지에서 자

라는 수생식물로 (Kim et al., 2014b) 실험에 사용되어진 열

매는 뼈대같이 딱딱하고 양끝은 꽃받침이 변하여 가시처럼 되

며 가지 끝 부분에 밑을 향한 가시가 있고 열매 내부에 1개

의 무배유 종자가 있으며 자엽에 전분이나 단백질 등을 포함

하고 있다 (Nam et al., 2014). 예로부터 종자는 구활식품으
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로 이용하였으며 열매를 당뇨병, 위궤양, 자궁경암, 식도암 치

료 등에 이용하여 왔다 (Choi et al., 1997).

민간에서는 자궁이나 식도 등 다양한 부위의 암치료제로 사

용되었던 마름열매에 대한 항암 성분의 객관적인 연구는 미비

한 바, 본 연구에서는 마름열매 추출물의 항암효과를 규명하

기 위하여 폐암, 간암, 자궁경부암, 전립선암, 대장암 세포의

증식억제효과를 확인, 식품 및 의약품 등 천연소재로서의 개

발가능성을 규명하고자 한다.

재료 및 방법

1. 실험재료

1) 추출물 제조

본 연구에서 사용된 마름 (Trapa japonia Flerow)열매는

2013년 8월경 경북 영천에서 채취된 것을 사용하였다. 부위별

추출물의 활성을 비교검정하기 위해 열매를 과피 (pericarp)와

종자 (seed)로 각각 90.19 g와 72.01 g씩 분리하였으며 100%

methanol에 침치하여 일주일 간격으로 3회 반복 추출하였다.

추출 후에 filter paper로 여과 시켜 rotary evaporator (N-

1100 and N-1000, EYELA Co., Tokyo, Japan)을 이용하여

감압 농축하였으며 그 결과 과피 5.8 g와 종자 3.2 g의 추출물

을 얻었다.

2) 시약

Folin-Ciocalteu's phenol, gallic acid, quercetin, 2,2-diphenyl-

1-picryl hydrazyl (DPPH), potassium ferricyanide, ferric

chloride, ascorbic acid 및 butylated hydroxy anisole (BHA),

butylated hydroxy toluene (BHT), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 등의 시약은 Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA)사의 것을 구입하여 사용하였으

며, 세포 실험에 사용된 Dulbecco's modified Eagle's

medium (DMEM), RPMI 1640 medium, fetal bovine

serum (FBS)과 1% antibiotics (penicillin and streptomycin,

100 U/㎖)는 HyClone (Logan, UT, USA)에서 구입하여 사용

하였다.

2. 총 페놀 및 총 플라보노이드 함량 측정

총 페놀 함량은 Liu (2004)와 Taga 등 (1984)에 의해 보고되

어진 Folin-Ciocalteau방법을 변형하여 측정하였다. 추출물

100㎕에 Folin-Ciocalteu reagent 50㎕, 20% sodium carbonate

300㎕를 가하고 15분 후 증류수 1㎖을 넣어 혼합한 후 UV-

Vis spectrophotometer (V-530, Jasco Co., Tokyo, Japan)를

이용하여 725㎚에서 흡광도를 측정하였다. 페놀 화합물 함량

은 표준물질 gallic acid를 사용하여 작성된 표준 검량 곡선에

적용하였으며 gallic acid equivalents (GAE)로 나타내었다

(Hong et al., 2011).

총 플라보노이드 함량은 Moreno 등 (2000)의 방법을 변형

하여 측정하였다. 추출물 100㎕에 10% aluminum nitrate

20㎕, 1 M potassium acetate 20㎕, 80% ethanol 860 ㎕를

차례로 가하여 혼합하고 실온에서 40분간 안정화시킨 다음

415㎚에서 흡광도를 측정하였다. 함량은 quercetin을 표준물

질로 사용하여 작성된 표준 검량 곡선에 적용하여 검량선을

작성한 다음 quercetin equivalents (QE)로 나타내었다 (Hyun

et al., 2011).

3. DPPH radical 소거능 측정

DPPH radical 소거능 검정은 Blois (1958)의 방법을 변형하

여 측정하였다. DPPH 용액 100 ㎕에 여러 농도의 시료

100㎕를 각각 혼합하여 30분간 상온에서 반응시킨 후에

microplate reader (Model-680, BIO-RAD, Hercules, CA,

USA)를 이용하여 517㎚에서 흡광도를 측정하였으며, 측정값

은 다음과 같은 식을 이용하여 EDA (electron donating

ability, %)로 산출한 후 IC50 (the half maximal inhibitory

concentration)값으로 확인하였다. 이때 소거효과의 비교를 위

한 양성 대조군으로는 ascorbic acid와 BHT를 사용하였다.

EDA (%) = (1 - ABSsample / ABScontrol) × 100

ABSsample: Absorbance of the experimental sample

ABScontrol: Absorbance of the control

4. 환원력 측정

환원력 (reducing power) 측정은 Oyaizu (1986)의 방법을

변형하여 측정하였다. 25, 50, 100, 250㎍/㎖의 농도별로 희

석한 각각의 시료 100㎕에 0.2 M sodium phosphate buffer

(pH 6.6) 100㎕, 1% potassium ferricyanide 100㎕를 가한

후 증류수 400㎕를 혼합 하고 0.1% ferric chloride를 50㎕

를 첨가하여 혼합한 반응 액을 700㎚에서 측정하였으며 흡

광 값을 결과 값으로 사용하였다. 환원력 활성 비교를 위한

양성 대조군으로는 ascorbic acid와 BHA를 사용하였다.

5. 세포배양

본 실험에 사용되어진 HKE293 (Human normal kidney

cell), A549 (Human lung cancer cell), AGS (Human

stomach cancer cell), HeLa (Human cervix cancer cell),

PC-3 (Human prostate cancer cell), HCT-116 (Human

colon cancer cell), HT29 (Human colon cancer cell) 그리

고 SW620 (Human colon cancer cell) 세포는 한국세포주은

행 (KCLB, Seoul, Korea)에서 분양받아 사용하였으며 세포

배양 시 사용된 DMEM 및 RPMI 1640 배지는 10% FBS와

1% antibiotics를 첨가하여 사용하였고 5% CO2, 37℃ 조건으
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로 CO2 incubator (NU-4750, NuAire, Plymouth, MA,

USA)에서 배양하여 실험하였다.

6. MTT assay

MTT assay는 암세포 증식 억제 능을 평가하는 실험방법으

로 Mosmann (1983)과 Kim 등 (1995)의 방법을 변형하여 측

정하였다. 96 well-plate에 1 × 105cell/well의 밀도로 암 세포

를 배양하고 24시간 후 plate에 10, 50, 100, 250, 500㎍/㎖

농도로 100㎕씩 시료를 처리하였으며 24시간 후 배지를 걷

어내고 1000㎍/㎖ 농도의 MTT를 100㎕씩 처리하였다. 4시

간 후 dimethyl sulfoxide (DMSO) 100㎕을 처리하였으며,

microplate reader를 이용하여 540㎚에서 흡광도를 측정하였

고, 측정값은 다음과 같은 식을 이용하여 inhibition rate (%)로

산출한 다음 IC50 (the half maximal inhibitory concentration)

값으로 확인하였다.

Inhibition rate (%) = (1- ABSsample / ABScontrol) × 100

7. 통계처리

모든 실험은 3회 반복 측정하여 means ± standard으로 나타

내었으며 통계처리는 SPSS (Statistical Package for Social

Sciences, version 22.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이

용하여 one-way ANOVA 분석을 실시한 후 Duncan's

Multiple Range Test (DMRT)로 유의성을 p < 0.05 수준에서

검증하였다.

결과 및 고찰

1. 총 페놀성 화합물 및 플라보노이드 함량 

일반적으로 식물에 존재하는 polyphenol 화합물은 hydroxyl

기를 가지는 방향족 화합물로서 항산화, 항암 활성 등 다양한

생리활성에 관여 한다 (Stankovic et al., 2012). 이러한 폴리

페놀 화합물중 대표적인 물질인 플라보노이드는 C6-C3-C6의

기본구조를 가지며, 플라보노이드의 polyphenolic한 성질은

superoxide, hydroxyl radical과 같은 세포손상을 초래하는

free radical을 제거하는 항산화 활성을 비롯하여 항암, 항균

등 다양한 생리활성을 가진다고 알려져 있다 (Im and Lee,

2013).

총 페놀성 화합물 및 플라보노이드 함량은 각각 gallic acid

와 quercetin을 기준물질로 하여 검량선을 작성한 후 Table 1

에 나타내었다. 측정 결과 과피 추출물의 총 페놀성 화합물

및 플라보노이드 함량은 438.31㎎ • GAE/g와 61.40㎎ • QE/g

으로 페놀성 화합물에 비해 이에 속하는 플라보노이드는 5배

도 미치지 못하는 적은 함량을 보였고 종자 추출물의 총 페놀

성 화합물 함량은 25.32㎎ • GAE/g으로 438.31㎎ • GAE/g의

함량을 보인 과피 추출물에 비해 적은 함량을 가지고 있었으

며 플라보노이드 함량 또한 매우 낮아 그 수치가 확인되지 않

았다. 이는 Kim (2012) 등이 40여종의 자생식물과 생약자원

추출물의 폴리페놀, 플라보노이드 함량 및 항산화 활성을 연

구한 논문에서도 유사한 결과를 보고하였는데 분석시료들의

전반적인 폴리페놀, 플라보노이드 함량에 대한 경향을 살펴보

았을 때 각 시료에 대한 폴리페놀 함량이 플라보노이드 함량

보다 항상 큰 값을 가지기는 하지만 폴리페놀 함량이 높을 때

플라보노이드 함량이 반드시 높은 값을 가지는 것은 아니라는

것을 증명한 바 있다. 호두, 머루, 감귤, 리치 등의 식물 또한

마름열매와 같이 주로 식용하는 부위는 과피가 아닌 종자 등

의 다른 부위임에도 불구하고 페놀성 화합물이 다량이거나 항

산화능이 우수한 식물에 대한 생리활성 연구가 많이 이루어지

고 있으며 (Han et al., 2015; Park, 2011; Ahn et al.,

2007; Jeong et al., 2010; Lee, 2008), 따라서 상기 결과는

식물체의 다양한 부위를 이용하는 기타 연구에서의 기초적인

자료가 될 것이라고 사료된다 (Table 1).

2. DPPH 라디칼 소거활성

Free radical인 DPPH는 홀수전자에 의해 특정파장에서 강한

흡수를 보이나 전자공여체와 반응하게 되면 전자 또는

hydrogen radical을 받아 phenoxy radical을 생성하게 되고,

비가역적으로 결합한 전자 수와 비례하여 탈색 된다 (Sharma

and Bhat, 2009). 이때 시료가 free radical을 환원 시키거나

상쇄시키는 능력이 크면 높은 항산화 활성 및 활성산소를 비

롯한 다른 radical에 대한 소거활성을 기대할 수 있고 인체 내

의 활성 산소에 의한 노화를 억제하는 척도로 이용될 수 있다

(Lugemwa et al., 2013). 본 연구에서 마름의 부위별 추출물

의 항산화 효과를 평가하기 위하여 DPPH free radical 소거

능 검정을 실시하였으며, 소거효과의 비교를 위한 양성대조군

으로는 ascorbic acid, BHT를 이용하였다. 측정 결과는 Table

2와 같았으며 부위에 따라 열매 추출물의 큰 활성차이를 보

였다. 10㎍/㎖의 농도로 처리한 과피와 종자 추출물에서의

소거 능은 각각 86.02% 와 7.98%으로 확인되었으며 IC50값은

5.28㎍/㎖와 355.51㎍/㎖으로 과피 추출물에서의 DPPH

radical 소거능이 종자 추출물에 비해 70배 정도의 높은 활성

Table 1. Total phenolic and flavonoid contents of extracts from
Trapa japonica Flerow.

Extracts
Total phenolic 

contents
(㎎ •  GAE1)/g)

Total flavonoid 
contents

(㎎ •  QE2)/g)

Pericarp 438.31 ± 1.75 61.40 ± 5.92

Seed 025.32 ± 0.15 −

1)GAE; Gallic Acid Equivalent. 2)QE; Quercetin Equibalent. All values
are means ± standard of triplicate determinations.
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을 보였다. 또한 양성대조군으로 사용한 ascorbic acid의 IC50

12.42㎍/㎖ 와 BHT의 IC50 232.18㎍/㎖ 보다도 약 2배와

40배 정도 높은 활성을 보였다. 이와 유사한 결과로 Kang 등

(2009)의 연구에서 methanol로 추출한 마름열매의 과피 와 종

자를 200㎍/㎖의 농도로 처리하였을 때 radical 소거능이 각

각 94.6%, 22.7%로 과피 추출물에서의 항산화 활성이 높았음

이 보고되어진 바 있다 (Table 2).

3. 환원력 측정

환원력은 일반적으로 수소원자에 의해 free radical 사슬을

끊어서 항산화 기능을 하는 reductones의 존재와 관련 있다.

Reductants의 존재는 Fe3+/ferricyanide 혼합물의 감소를 일으키

는 원인이 된다 (Lue et al., 2010). 즉, ferricyanide 혼합물이

Fe2+로 전환되면서 노란색에서 녹색으로 변하는 prussian blue

의 형성을 관찰하고 환원력을 흡광도 값으로 나타낸 것이다.

환원력에 대한 결과는 Fig. 1에 나타내었으며 본 실험에서는

과피 및 종자 추출물 시료를 각각 0.05, 0.1, 0.25, 0.5㎎/㎖

의 농도로 처리하여 실험하였다. 측정 결과 과피 와 종자 추

출물 모두 농도 의존적으로 환원력이 높아졌으나 과피 추출물

에 비하여 종자 추출물에서는 비교적 낮은 환원력을 보임으로

써 앞선 DPPH radical 소거능 실험과 유사한 결과로 항산화

활성과 환원력 간의 연관성을 확인하였다 (Suh et al., 2015).

특히 처리한 시료의 농도 0.05, 0.1㎎/㎖ 에서 과피 추출물이

Abs 0.23, 0.71의 수치로 양성대조군으로 사용한 BHA Abs

0.18, 0.44 수치보다 약 2배 이상의 우수한 환원력을 보였으며

종자 추출물에서는 Abs 0.09, 0.12 수치로 낮은 환원력을 보

였다. 위 결과는 Park 과 Lim (2009) 그리고 Park와 Lee

(2015)의 보고에서와 같이 페놀성 화합물의 함유량이 많을수

록 높은 항산화 활성 및 환원력을 가진다는 연구 결과를 뒷받

침하는 것으로 사료된다 (Fig. 1).

4. 암세포 증식저해 효과

MTT는 colorimetic assay로 mitochondrial succinate

dehydrogenase에 의해 MTT가 환원되는 정도를 측정하는 것

으로 암세포 증식 저해 효과를 검증하기위한 실험이다

(Bruggisser et al., 2002). 암세포 사멸이 과피 및 종자 추출

물의 세포독성에 기안하는 것인지 확인하기 위해 인간 신장

정상세포인 HEK293에 각 추출물을 250, 500, 1000㎍/㎖ 농

도로 희석하여 처리한 뒤 세포 생존율을 살펴본 것으로 실험

결과 처리 농도 1000㎍/㎖에서도 생존율에 영향을 미치지 않

았으며 (Fig. 2), 따라서 이후 암세포 생장억제 실험에서 각

추출물이 세포 손상에 영향을 미치지 않는 농도인 10, 50,

100, 250, 500㎍/㎖로 희석하여 처리하였다. A549, AGS,

HeLa, PC-3, HCT-116, HT29, SW620 총 7종의 암세포 주

의 세포 증식 저해 정도를 확인한 것으로 7종의 암 세포 모

두 농도 의존적인 결과를 보였고 종자 추출물보다 과피 추출

물의 저해 활성이 효과적이었다. 과피 추출물을 처리한 암

세포의 증식 저해율을 IC50 값으로 나타내었을 때 PC-3

Fig. 1. Reducing power of extracts from Trapa japonica
Flerow. 1)BHA; Butylated Hydroxy Anisole. Mean
values ± SD from triplicate separated experiments
are shown. Statistical difference (**p < 0.01).

Fig. 2. Cytotoxicity of methanol extracts from Trapa
japonica Flerow on human embryonic kidney
cell, HEK293. Mean values ± SD from triplicate
separated experiments are shown.

Table 2. DPPH radical scavenging activity of extracts from Trapa
japonica Flerow.

Extracts IC50
1)(㎍/㎖)

Pericarp 005.28 ± 0.02

Seed 355.51 ± 8.89

Ascorbic acid 012.42 ± 0.12

BHT2) 232.18 ± 4.15

Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
1)IC50; Half maximal inhibitory concentration. 

2)BHT; Butylated
Hydroxy Toluene. 
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Fig. 3. Antiproliferative effect of methanol extracts from Trapa japonica Flerow on human
cancer cell lines. Inhibitory effect of methanol extracts from Trapa japonica Flerow on
proliferation of A549 (Human lung cancer cell), AGS (Human stomach cancer cell),
HeLa (Human cervix cancer cell) and PC-3 (Human prostate cancer cell). Mean
values ± SD from triplicate separated experiments are shown. Statistical difference
(*p < 0.05, **p < 0.01, ns; no significantly different).

Fig. 4. Antiproliferative effect of methanol extracts from Trapa japonica Flerow on human
colon cancer cells. Inhibitory effect of methanol extracts from Trapa japonica Flerow on
proliferation of HCT116, HT29 and SW620. Mean values ± SD from triplicate separated
experiments are shown. Statistical difference (**p < 0.01, ns; no significantly different).
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(85.95㎍/㎖) >A549 (90.29㎍/㎖) >HeLa (129.82㎍/㎖) >

HCT116 (114.92㎍/㎖) >AGS (163.41㎍/㎖) >HT29 (204.

21㎍/㎖) > SW620 (236.55㎍/㎖)의 순으로 활성을 보였다

(Fig. 3, 4). 식물의 과피 부위를 이용하여 PC-3 세포의 증식

저해 효과를 연구한 An (2004)등의 논문에서 80% ethanol로

추출한 배 과피의 polyphenol 분획물을 500㎍/㎖의 농도로

처리 하였을 때 20%의 세포 생존율을 보였으며 본 연구에서

는 과피 추출물을 500㎍/㎖의 농도로 처리하였을 때 22%의

세포 생존율을 나타냄으로써 유사한 항암 활성을 확인하였으

며, 항산화와 항암 작용 등에 효과적이라고 알려진 오미자를

(Kim et al., 2014a) 이용한 Moon (2012)등의 논문에 따르면

methanol로 추출한 오미자 시료를 PC-3 세포에 100㎍/㎖의

농도로 처리하였을 때 70% 이상의 세포생존율을 보였지만, 본

연구에서는 마름 과피 methanol 추출물을 100㎍/㎖의 농도

로 처리 하였을 때 31%의 세포 생존율을 보였으며 따라서 오

미자 보다 마름의 과피가 더 우수한 항암 활성을 가지고 있다

고 판단된다. 현재 마름에 대한 연구 및 과피 추출물의 항암

기전과 이에 관여하는 성분 등의 연구가 많이 이루어지지 않

은 바, 심도 깊은 연구의 필요성이 요구되며 다양한 분야에서

이용되어지지 않았던 마름열매의 과피 부위를 활용하여 항산

화 및 암세포 증식 억제에 관련한 기능성 식품 및 의약품 개

발가능성을 제고하는 바이다 (Fig. 2, 3, 4).
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