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서   론

뱀장어(Anguilla japonica)는 뱀장어목(order Anguilliformes), 
뱀장어과(family Anguillidae), 뱀장어속(genus Anguilla)에 속
하는 어류로써 뱀장어속 어류는 전 세계적으로 19종이 알려져 
있으며, 이중 우리나라에는 동북아에 주로 출현하는 뱀장어(A. 
japonica)와 열대성으로 적대지역에 주로 서식하며, 한반도 남
부가 분포지의 북한계인 무태장어 A. marmorata 2종이 분포
한다(Kim and Park, 2007). 뱀장어(Anguilla japonica)는 다른 
어종에 비해서 단백질, 지방, 무기질, 비타민 등이 풍부하게 함
유되어 있는 대표적인 담수어종으로 한국, 일본, 중국 등 동남
아시아에서는 기호식품으로 오래 전부터 이용되고 있다(Cho 
et al., 2011) 또한 뱀장어에는 기능성 저분자 디펩타이드인 

Carnosine이 많이 함유되어져 있는 것으로 알려져 있으며, 뱀
장어 유래 carnosine의 추출방법 및 항산화 효과와 같은 기능
성에 관한 연구결과가 보고되고 있다(Song et al., 2006; Lee 
et al., 2007; Song et al., 2009). 러시아 과학자인 Gluevitch와 
Amiradgibi (1900)에 의해 처음 알려진 Carnosine은 histidine
과 β-alanine이 펩타이드 결합한 디펩타이드 화합물로서 초기 
Decker (1992)와 Chan et al.  (1993)은 carnosine의 자유라디
칼 및 금속이온 소거능과 항산화능에 대해 보고한 바 있고, 최근
의 연구결과에 따르면 기타 항산화제와는 달리 노화 및 질병과 
관련된 반응에 직간접적으로 관여할 것이라는 연구결과가 보
고되고 있다(Lee et al., 1999; Salah et al., 2000; Hipkiss et al., 
2001; Kang et al., 2002). 
또한 carnosine이 항염증 작용 및 동맥경화와 당뇨병 치료 
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Carnosine was recently reported to protect against the DNA damage induced by oxidative stress. In this study, we 
investigated the protective effect of eel Anguilla japonica carnosine extracts prepared using different methods (heat 
treatment extracts, HTEs; ion exchange chromatography, IEC; ultrafiltration permeation, UFP) on leukocyte DNA 
damage using the comet assay. Human leukocytes were incubated with extracts of eel carnosine at concentrations (of 
10, 50, 100 μg/mL), and then subjected to an oxidative stimulus [200 μM hydrogen peroxide (H2O2)]. 
Pretreatment of the cells for 30 min with carnosine significantly reduced the genotoxicity of H2O2 measured as DNA 
strand breaks. The protective effects of the three types of extract (HTE, IEC, and UFP) increased with concentration. 
At the highest concentration (100 g/mL). there were no statistical differences in oxidative damage between each ex-
tract treatment and PBS-treated negative controls. When leukocytes were incubated with carnosine for 30 min after 
exposure to H2O2. the protective ability of each extract changed. Therefore, eel carnosine inhibits the H2O2 induced 
damage to cellular DNA in human leukocytes, supporting the protective effect of this compound against oxidative 
damage. 
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효과 등이 알려져 있다(Chasovnikova, 1990; Bucala, 1995; 
Gayiva, 1999). 

 일반적으로 알려진 질병 및 노화의 원인으로는 반응성이 매
우 큰 활성산소(active oxygen)가 세포 구성 성분들인 지질, 단
백질, 당, DNA 등에 대해 비 선택적, 비가역적인 파괴 작용을 
하게 되며(Adelson et al., 1988; Escalante et al., 2001) 식품에 
있어서도 색, 향, 조직 및 영양적 가치에 좋지 않은 영양을 미치
게 된다. 또한, 이와 같은 반응으로부터 야기된 독성을 가진 물
질은 암과 노화를 비롯하여 알츠하이머병, 뇌졸중, 면역질환, 
동맥경화 등의 다양한 질병을 야기시키는 것으로 보고되고 있
다. (Decker et al., 1995; Kansci et al., 1997; Zhou et al., 1999). 

 단백질에 산화적 손상이 야기되면 열적 불안정성(heat labil-
ity), 효소 활성, 단백질 분해효소에 대한 항원성과 반응성이 변
화하게 된다. 산화적 손상에 의한 단백질의 변화는 단백질의 3
차원적 구조가 변하게 되며, 이로 인해 노화된 단백질의 교체가 
지연되며 세포 내에 축적되어 노화가 진행됨에 따라 반응성이 
풍부한 카르보닐(carbonyl)기의 함량이 증가하게 되는 것이다. 

 혈액과 세포 내 당질은 단백질이나 DNA와 결합하게 되는데 
이것을 당화(glycation)라고 하며 당산화(glycoxidation) 반응
을 거쳐 당과 단백질이 결합된 최종당화산물(advanced glyca-
tion endproducts, AGE)을 형성하게 된다(Bucala et al., 1995). 
정상적인 상태에서 단백질은 비 효소적으로 당과 반응하는 
maillard 반응을 일으키며, 초기반응 산물인 schiff base를 형성
한 후 재배열되어 아마도리(amadori)형의 조기당화산물이 생
성되며, 이 단계까지의 반응은 가역적으로 일어나 농도가 조절
되나 일정 농도 이상 혈당에서는 아마도리 산물이 재배열되어 
단백질과 교차결합되어 비가역적인 최종당화산물(AGE)이 생
성되며 조직에 축적되게 되며, 또한, 이것은 혈당이 정상으로 조
절되어도 분해되지 않으며, 단백질 생존기간 동안 단백질 조직
의 구조와 기능성을 비정상적으로 변화시킨다(Nagasaya et al., 
2001; Yokozaya et al., 2001).  Carnosine은 이와 같은 산화적 
스트레스로 야기된 최종당화산물에 대한 저항성을 증대 및 단
백질 기능성 저하를 억제시키는 능력을 가지고 있는 것으로 알
려져 있다. 
현재까지 보고된 바에 따르면 carnosine의 생리적 기능은 분
자 내 이미다졸 고리(imidazole ring)에 의한 완충작용(Harris et 
al., 1990),  금속 킬레이트능(Quinn et al., 1992) 및 자유라디칼
(Boldyrev et al., 1995)과 활성 당분자의 소거능에 기인하는 것
으로 추정 되고 있다(Lee et al., 1999). 또한, 천연물에서 추출
한 carnosine이 합성 carnosine에 비해 상대적으로 높은 항산화
능 및 단백질 당화 억제능력을 가지고 있는 것으로 알려져 있다
(Lee et al., 2007; Song et al., 2009). 이에 본 연구는 뱀장어로
부터 추출한 천연물 유래 carnosine을 이용하여, 천연 carnosine
의 기능 특성 규명을 위해 인체 DNA 손상 억제 및 회복에 미치
는 영향 등에 대해 조사하였다.

재료 및 방법

시료 및 시약

본 연구에 사용한 뱀장어(Anguilla japonica)는 부산광역
시 남천동에 소재한 남천 해변시장에서 체장 40-70 cm, 평
균 체중 200-400 g의 뱀장어를 구매하여 살아있는 상태로 실
험실로 운반해 각종 실험에 사용하였다. Comet assay에 사용
된 histopaque 1077, low melting point agaroses, hydrogen 
peroxide,  normal melting point agaroses Triton X-100, di-
sodium salt ethylenediamine-tetraacetic, sodium hydrogen 
phosphate,potassium phosphate 등의 시약은 Sigma chemical 
Co., (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 그 외의 모든 시약
은 특급 시약을 사용하였다.

시료 전처리

뱀장어로부터 Carnosine 추출을 위해 수욕 상에서 3시간 정
도 방치시킨 후 즉살시켜 두부와 껍질, 뼈, 내장을 제거한 후 
carnosine 추출용 시료로 사용하였다.

뱀장어 Carnosine 추출

Carnosine 추출은 Song et al. (2006)의 방법에 따라 3가지 방
법을 이용하여 추출하였으며, 가열추출방법, 한외여과처리 방
법과 이온교환처리방법을 병행하여 수행하였다. 
가열추출

뱀장어 육 약 100 g을 잘게 썰어 2배의 탈이온수(4℃)를 가하
여 마쇄(60초, 2회)한 뱀장어육을 homoginizer (PH-91, SMT 
Co., Japan)를 이용하여 균질화(8,000 g, 2분, 4회) 시킨 후 원심 
분리(8,000 g, 30분, 4℃)시켜 상등액을 취한 후 Whatman No. 
4 필터(Whatman, London, England)를 이용하여 여과한 액을 
80℃에서 10분간 가열처리 후 다시 8,000 g에서 15분간 원심 
분리시켜 침전물을 제거한 후 Whatman No. 4 필터로 여과한 
후 실험용 시료로 사용하였다.
이온교환처리

뱀장어 육에 10배가량의 1% picric acid를 가해 마쇄한 뱀장
어 육을 균질화한 후 8,000 g에서 30분간 원심 분리시켜 침전물
을 제거한 상등액을 Dowex-2 chloride column (2.5×30 cm)
을 이용하여 단백질 잔여물과 picric acid를 제거하여 실험용 시
료로 사용하였다
한외여과처리

한외여과 처리는 Amicon사의 stirred cell 한외여과 장치(Am-
icon Co., Beverly, MA, USA)를 이용하였다. 즉, 저분자 펩타
이드인 carnosine 분리를 위해서 가열 처리 및 이온교환 처리한 
시료를 membrane filter (YM50, YM30, YM10, YM3, YM1, 
YC05)로 걸러서 분자량을 최종 500 Da이하까지 조절하였으
며 여과액을 -50℃ 이하로 냉동시킨 후 동결건조하여 실험용 
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시료로 사용하였다. 

혈액 내 백혈구 세포 분리

24세와 25세의 건강한 비흡연 성인 남성 2명으로부터 채혈한 
신선한 전혈 5 mL를 Hisopaque 1077을 이용해 백혈구만을 분
리해 낸 후 본 실험에 사용하였다. 

산화적 스트레스 유발

산화적 스트레스 유발은 3가지 농도의 뱀장어 추출 carnosine
을 이용하여 2가지 방법으로 산화적 스트레스를 유발하여 실험
하였으며 그 방법은 다음과 같다. 

(1) 준비된 백혈구 세포에 다양한 농도의 뱀장어 추출 carno-
sine을 10, 50, 100 μg /mL의 농도로 처리하여 37℃에서 30분
간 반응시켰다. 반응이 끝난 후에는 백혈구를 PBS로 세척한 후 
인위적으로 산화적 스트레스를 유발하기 위해 200 μM H2O2
를 백혈구에 처리하여 4℃에 5분간 반응시킨 다음 다시 PBS로 
세척하였다. 

(2) 200 μM H2O2를 백혈구에 처리하여 4℃에 5분간 반응
시킨 다음 뱀장어 추출 carnosine을 10, 50, 100 μg/mL의 농도
로 처리하여 37℃에서 30분간 반응시킨 후 다시 PBS로 세척
하였다. Positive control을 위해 뱀장어추출 시료 대신 용매인 
DMSO를 처리한 후 200 μM H2O2 해를 처리하였고, negative 
control인 용매(DMSO)처리 세포에는 H2O2를 처리하지 않았
다. 

Comet assay법을 이용한 DNA의 산화적 손상 측정

인체 백혈구 DNA를 대상으로 H2O2로 부터 야기된 유전자 독
성(genotoxic)에 대한 뱀장어 유래 carnosine의 보호 효과에 대
해 알아보기 위해 활성산소에 의한 산화적 스트레스 유발 시 세
포 내의 DNA의 손상 정도를 직접 확인할 수 있는 유용한 지표
로 사용되고 있는 comet assay (single-cell gel electrophoresis)
법을 사용하였으며, 이에 뱀장어에서 추출한 carnosine 첨가에 
따른 DNA 손상 억제도를 확인하기 위해 Singh et al. (1988)의 
분석법을 약간의 수정을 가한 후 comet assay를 실시하였다.

 24세와 25세의 건강한 비 흡연 남성에서 채취한 세포 현탁액
에 0.5% low melting agarose (LMA) 75 μL를 혼합하고 0.5% 
normal melting agarose 150 μL가 precoating 된 slide 위로 백
혈구와 LMA 현탁액이 골고루 분산시킨 후 cover slip으로 덮어 
4℃에서 10분간 냉장 보관하였다. Gel이 응고된 후 cover slip
을 제거한 후 다시 한번  0.7% LMA 용액 75 μL를 slide 위에 
첨가한 후 다시 cover slip을 덮어 gel이 응고될 때 까지 냉장 보
관하였다. Gel이 굳은 후 cover slip을 제거하고 slide를 차가운 
alkali lysis buffer (2.5M NaCl, 100 mM Na2 EDTA, 10 mM 
Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, 1% laurosylsarcosinate, 
pH 10)에 담가 60분간 4℃의 암실에 두면서 세포 단백질을 제
거하였다.

 Lysis가 끝난 slide는 alkaline 용액(10mM Na2 EDTA, 300 

Fig. 1. The preventive effect of supplementation in vitro with                   
different concentration of eel Anguilla japonica carnosine (A, Heat 
treatment extracts; B, Ion exchange chromatography treated; C, 
Ultrafiltration permeated) on 200 μM H2O2-induced human leuko-
cytes DNA damage. Control, PBS treated normal control. Values 
are mean with standard error of duplicate experiments with leu-
kocytes from each of two different donors. Values not sharing the 
same letter are significantly different from one another (P<0.05).
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mM NaOH, pH 13)이 포함된 전기영동기에 넣고 4℃에서 40
분간 unwinding 시킨 후 25 V, 300 mA에서 25분간 전기영동을 
실시하였다. 전기영동한 슬라이드글라스를 중성화시키기 위해 
0.4 M Tris (pH 7.5)용액으로 5분 간격으로 2회 세척하였으며, 
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LC/MS를 이용하여 표품 carnosine과 본 연구에서 추출한 뱀장
어 추출 carnosine 모두 동일한 분자량(Mw 226)을 가진 물질
임을 확인한 후(결과 미제시) 3가지 방법으로 추출한 carnosine 
시료를 이용하여 0 μg/mL, 10 μg/mL, 50 μg/mL, 100 μg/mL
의 함량으로 첨가시킨 후 30분 후에 200 μM H2O2  첨가하여 
인체 백혈구 DNA의 손상도를 측정한 결과를 Fig. 1A-1C에 제
시하였다. 

 무 첨가구의 경우 H2O2에 의해 DNA가 손상되어 이에 따
른 % fluorescence in tail이 71%를 나타낸 반면에 가열처리 추
출 carnosine을 첨가한 경우는 DNA tail %가  각각 57%, 35%, 
12%를 나타내었으며, 세포 손상 억제 효과는 각각 19%, 49%, 
69%이었다(Fig. 1A). 이온교환 처리 carnosine은 10 μg/mL, 
50 μg/mL, 100 μg/mL 첨가한 경우 각각 57%, 36%, 21%를 나
타내었으며, 이에 따른 세포 손상 억제 효과는 각각 18%, 49%, 
69%로 나타났다(Fig. 1B). 한외여과 처리 carnosine은 10 μg/
mL, 50 μg/mL, 100 μg/mL 첨가한 경우 각각 56%, 39%, 19%
를 나타내었으며 이에 따른 세포 손상 억제 효과는 각각 21%, 
44%, 72%로 나타났다(Fig. 1C).

 또한, 각각 다른 농도의 carnosine을 100 μg/mL로 첨가한 경
우 H2O2에 의해 손상되지 않은 DNA와 동일한 보호 효과가 있
는 것으로 나타났으며, DNA 손상에 따른 Comet image 분석결
과(Fig. 2) H2O2에 손상되지 않은 DNA에 비해 무 첨가구의 경
우 DNA 꼬리가 길게 생성된 반면 뱀장어에서 추출한 한외여과 
처리 carnosine을 첨가한 경우 첨가량의 증대에 따라서 손상된 
꼬리가 짧아지는 결과를 나타내었다. 특히 100 μg/mL 의 함량
으로 첨가한 실험 결과 손상된 꼬리가 없는 구의 형태를 나타내

Fig.  2. Comet images of human leukocytes. A, negative control; B, leukocytes treated with 200 μM H2O2 ; C, leukocytes treated with 10 
μg/ml eel Anguilla japonica carnosine (UFP, Ultrafiltration permeated)+200 μM H2O2 ;  D, leukocytes treated with 50 μg/ml eel carnosine 
(UFP, Ultrafiltration permeated)+200 μM H2O2 ;  E, leukocytes treated with 100 μg/ml eel carnosine (UFP, Ultrafiltration permeated)+200 
μM H2O2.

ethanol 3 mL로 3분간 건조 시킨 후 comet image 분석을 위
해 20 μL농도의 ethidium bromide용액으로 핵을 염색시켜 형
광 현미경(Leica MZ16 FA, Germany)으로 관찰하였다. 그 후 
CCD camera (Nicon, Japan)를 통해 얻은 세포핵 image는 이미
지자동분석 소프트웨어(Kormet 4.0, Kinetic Imaging, UK)을 
이용하여 분석하였다. Comet assay에 의한 백혈구 DNA 손상
도의 측정은 핵으로부터 이동한 DNA 파편의 거리(tail length, 
TL) 또는 tail length에 tail 내 함유된 DNA%를 곱해준 tail mo-
ment (TM)값을 측정하여 백혈구에서 DNA 손상도를 측정하
였다.  

통계처리

모든 자료의 통계처리는 SPSS-PC+ 통계 package를 이용하였
으며, 각 항목에 따라 백분율과 평균치±표준오차(SE)를 구하
고, 각 물질의 DAN 손상 억제 정도를 비교하기 위해 ANOVA 
test를 통해 F값을 구하고 Duncan’s multiple range test를 이용
하여 유의성을 나타내었으며, 통계적 유의성은 5% 수준에서 
평가하였다.

결과 및 고찰

DNA의 손상에 미치는 영향

보호 효과

인체 백혈구 DNA를 대상으로 H2O2로 부터 야기된 유전자 
독성(genotoxic)에 대한 뱀장어 유래 carnosine의 보호 및 재생 
효과에 대해 알아보기 위해 Song et al. (2006)이 밝힌 바와 같이 
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DNA의 손상을 효과적으로 억제하는 것으로 나타났다. 
재생 효과

 H2O2에 의해 손상된 DNA의 재생효과를 살펴보기 위해 200 
μM H2O2를 백혈구에 처리하여 4℃에 5분간 반응시킨 후 뱀장
어 추출 carnosine을 농도별로 0 μg/mL, 10 μg/mL, 50 μg/mL, 
100 μg/mL의 함량으로 첨가한 후 37℃ 에서 30분간 반응 시킨 
실험 결과는 Fig. 3A-3C에서 보는 바와 같다.

 H2O2 무 첨가구의 경우 DNA가 손상되어 이에 따른 DNA 
tail %가 69%를 나타낸 반면 가열처리 추출 carnosine 첨가 시 
DNA tail %가 각각 52%, 22%, 17%, 손상된 세포의 재생 효
과는 각각 25%, 67%, 75%였다(Fig. 3A). 이온교환 처리 car-
nosine을 첨가한 경우에는 각각 58%, 20%, 16%를 나타내었
으며, 이에 따른 손상된 세포의 재생 효과는 각각 15%, 70%, 
76%로 나타났고(Fig. 3B), 한외여과 처리 뱀장어 추출 carno-
sine을 10 μg/mL, 50 μg/mL, 100 μg/mL로 각각 첨가한 경우 
44%, 24%, 18%를 나타내었으며, 이에 따른 각각의 세포 재생 
효과는 35%, 64%, 72%로 나타났다(Fig. 3C). 특히 carnosine 
100 μg/mL 첨가하였을 경우 H2O2에 의해 손상된 DNA를 손
상되지 않은 DNA와 동일하게 재생시키는 결과를 나타내었으
며, 추출방법에 따른 영향은 크지 않은 것으로 나타났다. Song 
et al. (2006)과 Min et al. (2017)은 수산어류로부터 carnosine 
및 anserine과 같은 저분자 펩타이드의 추출에 있어서 가열처
리, 이온교환, 한외여과 추출방법을 이용한 결과 유리 철과 철
단백질과 같은 산화촉진물의 함량은 효과적으로 감소되었으나 
각 추출방법에 따른 저분자 펩타이드의 함량 변화는 크지 않았
다고 보고하였으나, 향후 이에 대한 추가적인 연구가 필요할 것
으로 판단된다.
이상의 실험 결과를 종합해 보면 뱀장어에서 추출한 carno-

sine은 산화적 스트레스 유발물질인 H2O2에 의해 유도된 백혈
구 DNA의 손상에 효과가 있는 것을 확인하였으며, 이에 본 연
구에서는 뱀장어로부터 추출한 carnosine을 이용하여, 천연물 
유래 carnosine의 기능 특성 규명을 위해 인체 DNA 손상 억
제 및 회복에 미치는 영향 등에 대해 조사함으로써 향후 산업
적 및 의학적으로 중요한 기능성 소재로써 활용이 가능할 것으
로 판단된다.
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었다. 이러한 결과는 ferritin과 H2O2로 인한 산화적 DNA 손상
에 있어서 합성 carnosine과 homocarnosine 첨가를 통해 DNA
의 손상을 억제시켰다는 Kang (2010)의 연구 결과와 같이 뱀
장어에서 추출한 한외여과 처리 canosine 또한, H2O2로 인한 
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