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초      록 

 

 많은 임상연구들을 통해서 콩 (Glycine max)이 심혈관계에 유익한 영향을 

준다는 사실이 알려져 있다. 다양한 콩들 중에서 검은콩은 항산화, 항염증, 

항암작용 등에 있어서 다른 콩들에 비해 강한 생리활성을 보인다는 보고들

이 있었다. 그러나 검은콩이 심혈관계에 미치는 영향에 대한 연구는 심도 

있게 이루어지지 않았다. 본 연구에서는 검은콩 추출물이 혈전질환에 있어

서 주요한 역할을 하는 혈소판 활성화에 미치는 영향에 대해 연구하였다. 

검은콩 추출물은 collagen에 의한 혈소판 응집에 대해 강한 억제효과를 보인 

반면, 노란콩 추출물은 억제효과를 보이지 않았다. 또한 검은콩 추출물은 혈

소판과 다른 혈구 세포 및 혈관조직과의 상호작용에 관여하는 serotonin 분

비, P-selectin 발현, thromboxane A2 생성도 억제하였다. 이러한 in vitro 실험 

결과들은 ex vivo 혈소판 응집 실험과 in vivo 혈전 생성 시험계를 통해 검증

되었다. 검은콩 추출물을 경구 투여한 경우 collagen에 의한 혈소판 응집을 

억제하였으며, FeCl3로 유도된 정맥 혈전 생성 또한 저해하였다. 반면, 검은

콩 추출물은 항혈소판 작용의 대표적인 부작용인 혈액응고이상 및 출혈에는 

영향을 주지 않았다. 이러한 결과는 심혈관계 질환의 예방 및 혈행 개선에 

있어서 검은콩의 활용 가능성을 뒷받침한다. 검은콩 추출물의 항혈소판 작

용에 대한 활성성분의 분리는 collagen에 의한 혈소판 응집 억제 효과를 토

대로 bioassay-directed fractionation을 통해 이루어졌다. 단일 활성성분으로 분

리된 분획은 NMR 분석과 ESI-MS 분석을 통해 adenosine으로 확인되었으며, 

HPLC-UV 분석과 혈소판 응집 억제 활성을 비교하여 검증하였다. 이를 토

대로 검은콩 추출물의 항혈소판 작용에 대한 작용기전 및 adenosine의 역할

에 대한 연구를 진행하였다. 검은콩 추출물은 cAMP 신호경로를 매개로 세
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포 내 calcium 증가, GP IIb/IIIa 발현, fibrinogen 부착을 저해하였으며, 최종적

으로 혈소판의 부착 및 응집을 억제하였다. 또한 adenosine에 의해 활성화되

어 cAMP를 생성하는 adenylyl cyclase에 대한 길항제들을 전처리한 결과, 

adenosine 및 검은콩 추출물에 의한 혈소판 활성화 억제 효과들이 저해되었

다. 이러한 결과들은 검은콩 추출물에 의한 항혈소판 작용에 있어서 활성성

분인 adenosine의 cAMP 신호경로 활성화가 주요한 역할을 한다는 것을 보

여주었다. 본 연구를 통하여 검은콩 추출물에 의한 항혈소판 작용의 기전을 

규명하였으며, 콩에서 adenosine의 생리적 활성효과에 대한 활성성분으로서

의 역할을 제시하였다.  

 

 

주요어: 검은콩, 혈소판, 혈소판 응집, adenosine, cAMP, 혈전 생성 

학  번: 2008-30995 
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서       론 

 

 

I. 심혈관계 질환과 혈소판 

 

심혈관계 질환과 혈전질환 

 

 동맥경화 (atherosclerosis), 관상동맥 및 허혈성 심질환 (coronary artery and 

ischemic heart disease), 고혈압 (hypertension), 뇌졸중 (stroke), 혈전증 

(thrombosis) 등을 포함하는 심혈관계 질환 (cardiovascular disease)은 

전세계적으로 주요한 사망원인이 되고 있다. 세계보건기구의 보고에 따르면 

2008년에 1730만여 명이 심혈관계 질환으로 사망하였으며 , 이는 전세계 

사망인구의 30%에 해당한다 (Elmarakby, 2012). 또한 미국심장협회 (American 

heart association)의 보고에 의하면 미국인의 3분의 1에 해당하는 8000만여 

명이 심혈관계 질환을 가지고 있으며, 매일 2200 여명 이상이 심혈관계 

질환으로 사망하는 것으로 보고되었다 (Roger et al., 2011). 

 혈전증은 혈관 내에 혈전 (thrombus) 또는 혈병 (blood clot)이 생성되어 

혈류를 방해하는 상태로 심혈관계 질환의 주요한 증상 중 하나이다 (Hooper 

and Evatt, 1998). 혈전증은 뇌졸중과 뇌경색(cerebral ischemia) (De Meyer et al., 

2012), 심근경색 (myocardial infarction)과 협심증 (angina pectoris) (Renda and de 

Caterina, 2012), 폐색전 (pulmonary embolism) 등의 주요 원인이 되며, 암 

(Agnelli and Verso, 2011; Garcia and Quintana, 2011), 당뇨 (Morel et al., 2010; 

Vazzana et al., 2012), 이상지질혈증 (Poredos and Jezovnik, 2011) 등의 질환에서 

치명적인 합병증으로 나타나기도 한다. 이러한 이유로 혈전증은 많은 

환자들에게 있어 주요한 위험요인으로 여겨지고 있다. 유럽을 대상으로 

이루어진 혈전질환의 발병률 및 사망률에 관한 연구에 따르면 매년 100만여 
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건의 혈전질환이 발생하며, 50만여 명이 혈전질환으로 인해 사망하는 것으로 

추산되었다 (Cohen et al., 2007). 미국의 경우에는 매년 60만여 건의 

혈전질환이 발생하고 30만여 명이 혈전질환으로 인해 사망하는 것으로 

추산되었다 (Amin et al., 2007). 

  

혈전 생성에서의 혈소판의 역할 

 

 혈소판은 생체 내 주요 방어기전인 지혈 작용 (haemostasis)에 있어서 

주요한 역할을 한다 (Jurk and Kehrel, 2005; Furie and Furie, 2008). 그러나 

혈소판이 과도하게 활성화되는 경우 혈전 생성 (thrombosis)을 발전시켜 

심혈관계 질환으로 발전할 수 있다. 따라서 다양한 항혈소판제들이 

혈전질환 및 심혈관계 질환의 치료 및 예방을 위해 연구 개발 및 

이용되어져 왔다 (Bhatt and Topol, 2003; Meadows and Bhatt, 2007; Michelson, 

2010).  

 혈소판은 생리적인 agonist들인 collagen, thrombin, ADP, arachidonic acid 등과 

혈류에 의한 물리적인 shear stress 의해 활성화된다 (Jackson, 2007). 다른 

agonist들과 달리 collagen은 혈관 내의 extracellular matrix 상에 존재하며, 

soluble한 형태가 아닌 고정된 형태로 작용을 한다 (Farndale et al., 2004; 

Heemskerk et al., 2005). 또한 혈관손상으로 인해 노출된 collagen에 혈소판이 

부착되는 과정은 혈소판을 매개로 한 혈전 생성에 있어서 주요한 초기 

단계로 알려져 있다 (Auger et al., 2005; Ruggeri and Mendolicchio, 2007). 따라서 

collagen에 의한 혈소판의 활성화 및 응집을 억제하는 것이 항혈소판제의 

연구 개발에 있어서 주요한 target으로 여겨지고 있다 (Jackson and 

Schoenwaelder, 2003; Surin et al., 2008; Rivera et al., 2009). 

 Collagen에 의한 혈소판 활성화 과정은 다음과 같다 (Fig. 1). 혈소판은 

세포막에 존재하는 collagen 수용체인 glycoprotein (GP) VI를 통하여 
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collagen과 결합하며, Collagen과의 결합으로 세포 내 신호 전달 체계가 

활성화되어 세포 내 calcium이 증가됨으로써 혈소판의 활성화가 유발된다 

(Abrams, 2005; Varga-Szabo et al., 2008; Rivera et al., 2009). 혈소판이 활성화되는 

과정에서 혈소판에 세포 내에 존재하던 과립 (granule)이 유리되면서 과립 

내에 함유되어 있던 serotonin, ADP 등이 분비되며, P-selectin이 발현되며, 

thromboxane A2 (TxA2)와 같은 활성 물질들이 생성된다 (Jurk and Kehrel, 2005; 

Rivera et al., 2009). 이들 물질들은 혈소판의 이차적인 활성화를 유도하여, 

혈소판의 응집 및 혈전의 생성을 더 견고하게 하는데 큰 역할을 한다 

(Offermanns, 2006; Jackson et al., 2009). 이와 더불어 혈관내피세포, 백혈구 

등의 다른 혈관 조직 및 세포들과의 상호작용을 유발하여 혈전 생성을 

촉진시킬 수 있다 (Pakala et al., 1997; Cirillo et al., 1999; Vandendries et al., 2004; 

Nemmar et al., 2007). 마지막으로 부착 단백인 GP IIb/IIIa (integrin αIIbβ3)가 

발현되면서 혈소판 응집 및 다른 인접 조직과의 상호작용을 매개하게 된다 

(Li et al., 2003; Calderwood, 2004; Abrams, 2005).  

 

심혈관계 질환에서의 항혈소판제 적용 

 

 심혈관계 질환에 있어서 혈소판의 역할에 착안하여, 다양한 

항혈소판제들이 심혈관계 질환의 치료에 활용되어 왔다 (Bhatt and Topol, 

2003; Meadows and Bhatt, 2007; Michelson, 2010). 기존에 이용되어온 

항혈소판제는 cyclooxygenase-1 (COX-1) 억제제, ADP 수용체 길항제, 

glycoprotein (GP) IIb/IIIa 길항제, phosphodiesterase (PDE) 억제제 크게 네 

가지로 나뉘어질 수 있다 (Meadows and Bhatt, 2007; Barrett et al., 2008; 

Michelson, 2010) 

 COX-1 억제제인 aspirin은 가장 우선적으로 사용되는 항혈소판제이며 

COX-1을 비가역적으로 저해하여 TxA2의 생성을 억제함으로써 항혈소판
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Figure 1. Collagen-induced platelet activation mediated thrombosis  
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작용을 갖는다 (Vane and Botting, 2003). 다양한 임상연구들을 통해 aspirin의 

심혈관계 질환에 대한 치료 및 예방 효과가 입증되었으나 (Antithrombotic 

Trialists, 2002; Ridker et al., 2005; Berger et al., 2006), 동시에 출혈 부작용도 

동반하는 것으로 알려져 있다 (Serebruany et al., 2005; McQuaid and Laine, 2006; 

Antithrombotic Trialists et al., 2009). ADP 수용체 길항제로는 clopidogrel, 

ticlopidine이 있으며, ADP 수용체인 P2Y12를 비가역적으로 저해하여 

항혈소판 작용을 갖는다 (Michelson, 2008). Clopidogrel은 aspirin에 비해 

효과가 우수하지만 (Committee, 1996; Bhatt et al., 2000), aspirin과 유사한 

정도의 출혈 부작용을 가진다 (Serebruany et al., 2004; McQuaid and Laine, 2006). 

GP IIb/IIIa 길항제로는 abciximab, tirofiban, eptifibatide이 있으며, 항혈소판 

효과는 뛰어나지만 정맥주사제로서 그 이용에 제한이 있으며 출혈부작용도 

심하다 (Serebruany et al., 2004; Meadows and Bhatt, 2007; Barrett et al., 2008). PDE 

억제제에는 dipiyridamole과 cilostazol이 있으며 혈소판 내 cAMP level을 

상승시켜 항혈소판 작용을 갖는다 (Feijge et al., 2004; Sim et al., 2004). PDE 

억제제들은 다른 항혈소판제와 달리 상대적으로 출혈 부작용이 적은 것으로 

알려져 있다 (Goto, 2005; Booze and Serebruany, 2006).  

 기존에 사용되어온 항혈소판제들은 화학적으로 합성되거나 생물학적으로 

재조합된 형태인데, 내출혈 (internal bleeding), 위장관계 출혈 (gastrointestinal 

bleeding), 두개 내 출혈 (intracranial bleeding) 등의 출혈 부작용을 가지고 

있어 심혈관계 질환의 예방을 위해 사용하는데 있어 문제가 되어왔다 

(Jackson and Schoenwaelder, 2003; Barrett et al., 2008). 이러한 이유로 심혈관계 

질환의 예방을 목적으로 한 기존의 항혈소판제들의 대안으로서 보다 안전한 

천연물 및 식품들에 대한 관심이 증가하고 있다 (Craig, 1999; Hu, 2003).                 
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II. 콩과 검은콩 

 

콩의 생리활성 

 콩 (Glycine max)은 예전부터 널리 이용되어 온 식품이다. 아시아 지역의 

경우 매일 20-80 g의 콩 식품들을 섭취하며 (Omoni and Aluko, 2005), 

미국에서는 7-9 g을 섭취하는데 불과하지만 (USDA, 2011) 두부, 간장 등 콩 

식품에 대한 관심이 높아지는 추세이다. 콩은 단백질 (38%), 탄수화물 (15%), 

섬유질 (15%), 지방 (18%) 그리고 비타민 무기질 등으로 구성된다 (Omoni 

and Aluko, 2005; van Ee, 2009). 특히 콩에는 isoflavone, saponin, 불포화지방산과 

같은 건강에 유익한 생리활성을 가지는 성분들을 다량 함유하고 있으며 

glycinin, β-sitosterol 등 다양한 식물유래 활성성분들을 함유하고 있다. 이러한 

다양한 활성성분을 함유한 콩은 암 (Lee et al., 2009; Yan and Spitznagel, 2009; 

Yang et al., 2009), 당뇨 (Bhathena and Velasquez, 2002; Mezei et al., 2003), 비만 

(Bhathena and Velasquez, 2002; Jang et al., 2008), 그리고 골다공증 (Setchell and 

Lydeking-Olsen, 2003) 등의 개선에 효과가 있다고 알려졌다. 또한 임상연구를 

통해 고혈압 (Rivas et al., 2002; He et al., 2005)과 고지혈증 (Baum et al., 1998; 

Wangen et al., 2001; Jenkins et al., 2002) 등의 심혈관계 질환에 있어서 유익한 

효과를 보인다고 알려져 많은 관심을 받고 있다. 

 

검은콩의 생리활성 

콩은 껍질의 색에 따라 노란콩, 녹색콩, 갈색콩, 그리고 검은콩 등으로 

나뉘어질 수 있다 (Choung et al., 2001). 이러한 콩은 그 종류에 따라 

검은콩은 phenolic acid, anthocyanin, 그리고 isoflavone과 같은 활성성분들의 

조성이 다르게 존재한다 (Xu and Chang, 2008). 이러한 조성의 차이로 인해 

검은콩은 노란콩이나 녹색콩 등 다른 콩들에 비해 활성산소 제거 (Xu and 

Chang, 2008), LDL 산화 억제 (Takahashi et al., 2005) 등에 있어서 상대적으로 
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강한 생리활성을 가진다고 알려져 있다. 게다가 검은콩은 항염증 (Kim et al., 

2008), 항암 (Hung et al., 2007) 활성을 가진다고 알려져, 약물학적으로나 

영양학적으로 많은 관심을 받고 있다. 그러나 검은콩의 항혈소판 및 항혈전 

작용에 대하여는 아직 연구된 바 없다. 

 

콩의 활성성분 

 

 임상 및 역학 연구들을 통해서 콩 식품들이 다양한 질환에 대해서 

생리활성을 가진다고 알려지면서, 콩에 포함된 활성성분을 규명하고자 하는 

노력들이 많이 이루어졌다. 이에 콩의 생리활성의 활성성분으로서 isoflavone, 

soy protein, soy saponin 등의 다양한 성분들이 밝혀진 바 있다 (Omoni and 

Aluko, 2005; Kang et al., 2010; Messina, 2010). 특히 genistein과 daidzein을 

포함한 soy isoflavone들은 항암 (Adlercreutz, 2002; Jian, 2009), 항당뇨 (Lu et al., 

2008; Pipe et al., 2009), 항골다공증 (Song et al., 2008; Ishimi, 2010) 효과와 

심혈관계 개선 효과 (Anthony et al., 1998; Rivas et al., 2002; Marsh et al., 2011; 

Pase et al., 2011) 에 있어서 주요 활성성분으로 여겨져 왔다. 그러나 콩의 

생리활성, 특히 항혈소판 효과들에 있어서 주요 활성성분이 isoflavone이라는 

점에 대해서 의문들도 제기되어왔다 (Gooderham et al., 1996). Genistein과 

daidzein의 혈중 농도가 높아지는 것이 항혈소판 작용들의 상승으로 

이어지지 않았으며 (Gooderham et al., 1996), genistein과 daidzein이 항혈소판 

효과를 보인 농도는 10-30 μM (Nakashima et al., 1991; Kondo et al., 2002; 

Guerrero et al., 2005; Guerrero et al., 2007) 수준으로 실제 콩에서의 함량과는 큰 

차이를 보인다. 게다가 anthocyanin, soy saponin 등 콩에 함유된 다른 

성분들도 혈소판의 활성화를 저해할 수 있다는 보고들이 있었다 (Choung et 

al., 2001; Garcia-Alonso et al., 2004; Shi et al., 2004; Xu and Chang, 2008). 따라서 

isoflavone이 아닌 다른 성분들이 콩의 항혈소판 작용에 관여할 가능성이 
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높다. 

 

 

III. 연구목적 

 

 심혈관계 질환은 전 세계적으로 주요한 사망원인이 되고 있으며, 특히 이 

중 혈전 질환은 심혈관계 질환의 주요한 원인이 되며, 다양한 질환에 있어 

합병증으로 동반되어 위험성을 높이는 요인이 된다. 혈소판은 혈액세포의 

하나로 활성화되어 신체 내 주요 방어작용인 지혈작용 및 혈전 생성에 

있어서 주요한 역할을 한다. 그러나 혈소판이 과도하게 활성화될 경우 혈전 

질환 및 심혈관계 질환의 위험성을 높일 수 있다. 따라서 심혈관계 질환의 

예방 및 치료에 있어서 다양한 항혈소판제들이 연구 및 개발되고 있다. 

그러나 기존의 항혈소판제들은 대부분 내출혈, 장관출혈, 두개 내 출혈 등 

출혈 부작용을 동반하는 경우가 많아 혈전 질환 및 심혈관계 질환의 예방에 

있어서 문제점으로 제시되고 있다. 대표적인 항혈소판제이며 심혈관계 

질환의 예방에도 널리 이용되고 있는 aspirin의 경우 다양한 임상시험에서 

출혈 부작용이 증가함이 제시되고 있다. 이러한 이유로 혈전 질환 및 

심혈관계 질환의 예방에 있어서 보다 안전하고 자연친화적인 장점을 지닌 

식품에서 그 대안을 찾고자 하는 노력들이 많이 이루어지고 있다. 

 콩은 이전부터 많이 이용되어온 식품으로 isoflavone, saponin, 불포화지방산 

등 유익한 성분들을 많이 함유하고 있어서 많은 주목을 받아왔다. 실제 암, 

당뇨, 비만, 골다공증 등의 질환을 개선시킬 수 있다고 알려졌으며, 특히 

심혈관계 질환과 관련되어 고혈압, 이상지질혈증에 효과적임이 밝혀진 바 

있다. 콩은 겉껍질의 색에 따라 노란콩, 녹색콩, 검은콩 등으로 나누어질 수 

있으며, 종류에 따라 phenolic acid, isoflavone, anthocyanin 등의 성분 조성이 

상이하다. 이 중 검은콩은 LDL 산화 저해, 활성산소 제거와 같은 
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생리활성이 다른 콩에 비해 우월하다고 알려져 있으며, 항염증 및 항암 

작용이 보고되어 많은 주목을 받고 있다. 그러나 검은콩의 항혈소판 및 

항혈전 효과에 대한 연구는 많이 이루어지지 않았다. 

이에 본 연구에서는 콩 추출물의 항혈소판 및 항혈전 작용을 검증하고 

출혈 부작용의 가능성을 확인하고자 하였다. 또한 항혈소판 작용에 대한 

활성성분을 분리 분석하고 그 작용기전을 규명하고자 하였다. 이를 토대로 

혈전 질환 및 심혈관계 질환의 예방에 있어서 식품의 활용 가능성을 

제시하고자 하였다. 
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실 험 방 법 

 

 

I. 시약 및 시료 준비 

 

시약 

 

Trisodium citrate, citric acid, ethanol, ethyl acetate, butanol, methanol, dimethyl 

sulfoxide (DMSO), adenosine, 2`,5`-dideoxyadenosine (DDA), SQ22536, NaCl, KCl, 

MgCl2.6H2O, HEPES, glucose, NaHCO3, Na2HPO4, CaCl2, KH2PO4, triton X-100, 

Tris-HCl, HCl, prostaglandin E1 (PGE1), glutaraldehyde, ethylene diaminetetraacetic 

acid (EDTA), indomethacin, pentobarbital, urethane, ferric chloride, aspirin, 

clopidogrel 그리고 bovine serum albumin (BSA)은 Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. 

Louis, MO) 에서 구입했고, collagen은 Chrono-log Co. (Havertown, PA) 에서 

구입했다. SCH 58261, ZM 241385 그리고 8-(3-chlorostyryl)caffeine (CSC)는 

Tocris Biosciences (Bristol, UK)에서 구입했다. phycoerythrin-labeled monoclonal 

antibody against human glycoprotein Ib (anti-GP Ib-PE Ab), fluorescein isocyanate 

labeled PAC-1 (PAC-1-FITC) 그리고 FITC-labeled anti-CD62P antibody (anti-

CD62P-FITC Ab)은 BD bioscience (San Diego, CA)에서 구입했다. 
14

C-serotoin (55 

mCi/mmol)과 ACSII scintillation cocktail은 GE Healthcare (Buckinghamshire, 

UK)에서 구입했으며, thromboxane B2 (TxB2) ELISA kit와 cAMP ELISA kit는 

Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI)에서 구입했다. Fluo-4/AM, calcein/AM 

그리고 Alexa Fluor 488 conjugated fibrinogen은 Invitrogen (Eugene, OR)에서 

구입했으며, protease inhibitor cocktail은 Calbiochem (San Diego, CA)에서 

구입했다. Activated partial thromboplastin time (aPTT) reagent와 prothrombin time 

(PT) reagent는 Instrumentation Laboratory (Lexington, MA)에서 구입했다. 
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콩의 추출  

 

검은콩과 노란콩은 보은과 괴산에서 생산되었다. 건조된 콩은 3-5시간 

동안 50-60
o
C에서 20% ethanol로 추출되었으며, 추출은 3번 반복 후 12 시간 

동안 상온에서 방치하였다. 감압 여과 및 농축 후에 추출물은 감압 하에 

동결건조 하였다. 검은콩과 노란콩 추출물의 수율은 각각 7.6%, 8.7% 였으며, 

추출물은 -20
o
C에서 보관하였다. 검은콩 추출물 (BB)은 단백 (1.0%), 지질 

(1.2%), 탄수화물 (86.8%), 회분 (10.2%) 그리고 물 (0.8%)로 구성되었으며, 

총 phenolic compound의 함량은 1.29%였다. 콩 추출물은 in vitro 

실험들에서는 50% ethanol에 녹였으며, in vivo 실험들에서는 saline에 녹였다.  

 

혈액 및 혈소판 준비 

 

Platelet rich plasma (PRP)를 분리하기 위하여, 2 주일 이상 약물을 복용하지 

않은 건강한 남성의 정맥으로부터 3.2% sodium citrate를 항응고제로 하여 

혈액을 채취하였다. 실험 전 과정에 걸쳐서 유리 용기나 유리 pipette의 

사용은 피하였으며. 혈소판 분리의 전 과정은 상온에서 수행하였다. 채혈 후 

150 g에서 15 분간 원심 분리한 후 상층액 (PRP)을 얻었고 잔사를 2000 

g에서 20 분간 원심 분리하여 platelet poor plasma (PPP)를 얻었다. 이와 같이 

얻은 PRP의 혈소판 수는 hemacytometer를 이용하여 광학 현미경으로 

세었으며. PRP를 PPP로 희석하여 1 ml당 3ⅹ10
8
 개의 혈소판이 포함되도록 

한 후 실험에 사용하였다. 

Washed platelet (WP)를 분리하기 위하여, 2 주일 이상 약물을 복용하지 

않은 건강한 남성의 정맥으로부터 acid-citrate-dextrose (ACD)를 항응고제로 

하여 혈액을 채취하였다. 채혈 시 prostaglandin E1 (PGE1) 1 μM을 처리하여 
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혈소판의 활성화를 억제하였다. 채혈한 혈액을 150 g에서 15 분간 원심 

분리하여 상층액에서 PRP를 얻고, 이를 500 g에서 10 분간 원심 분리하여 

혈소판 pellet을 얻었다. 이를 washing buffer (134 mM NaCl, 2.9 mM KCl, 1.0 

mM MgCl2.6H2O, 10.0 mM HEPES, 5.0 mM glucose, 12.0 mM NaHCO3, 0.34 mM 

Na2HPO4, 10% ACD, 0.3% BSA, 1 μM PGE1, pH 7.4)로 현탁하여 세척한 후, 

다시 400 g에서 10 분간 원심분리하였다. 여기서 얻어진 혈소판 pellet을 

suspension buffer (134 mM NaCl, 2.9 mM KCl, 1.0 mM MgCl2.6H2O, 10.0 mM 

HEPES, 5.0 mM glucose, 12.0 mM NaHCO3, 0.34 mM Na2HPO4, 0.3% BSA, pH 

7.4)로 현탁하였다. WP 중의 혈소판 수는 hemacytometer를 이용하여 광학 

현미경으로 세었으며. Suspension buffer로 희석하여 1 ml당 3ⅹ10
8
 개의 

혈소판이 포함되도록 한 후 실험에 사용하였다. WP의 경우 CaCl2를 최종 

농도가 2 mM이 되도록 가한 후 실험에 사용하였다.   

Rat PRP를 분리하기 위하여 체중이 250 ~ 300 g이 되는 Sprague-Dawley 

수컷 흰쥐를 ether로 흡입 마취시킨 후 3.2% sodium citrate를 항응고제로 하여 

복대동맥 채혈하였다. 채혈 후 PRP의 준비는 Human PRP와 동일하다. 

 

 

II. 혈소판의 응집 및 활성화 측정 

 

혈소판 응집 측정 및 관찰 

 

혈소판의 응집 정도를 lumi-aggregometer (Chrono-Log Co., USA)를 이용하여 

turbidity 변화로써 측정하였다. PRP 또는 WP의 light transmission을 0 %, 

PPP또는 suspension buffer의 light transmission을 100 %로 맞춘 후, 37 ℃에서 

혈소판의 응집 정도에 따른 light transmission을 측정하였다. 측정 시 

silicon으로 코팅된 aggregometer cuvette을 사용했으며, 반응이 일어나는 동안 
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1,000 rpm에서 지속적으로 교반하였다. PRP 또는 WP에 vehicle 또는 

시험물질을 가하고 thermomixer를 이용하여 37℃에서 10 분간 배양하였다. 

배양한 PRP 또는 WP를 aggregometer cuvette에 넣고 1 분간 가온하여 37℃가 

되게 한 다음 혈소판 응집 유발 시료인 collagen을 최대응집을 일으키는 

최소농도를 가하였다 (human 1-4 μg/ml, rat 8-10 μg/ml) . 이후 6 분간 혈소판 

응집 반응을 관찰하였다. 반응이 끝난 PRP는 0.5% glutaraldehyde로 고정시킨 

후 slide glass에 loading하여 현미경 상에서 관찰하였다. 

 

P-selectin의 발현 측정 

 

반응이 끝난 시료의 일부를 취하여 suspension buffer로 희석시킨 후 anti-

GP Ib-PE와 anti-CD62P-FITC를 미리 넣어 놓은 시험관에 가하고 차광 

조건에서 20 분간 반응시켰다. 여기에 Ca
2+

 2 mM이 포함된 suspension 

buffer를 500 μl 가함으로써 반응을 종결시켰다. 준비된 분석용 시료를 BD 

FACSCalibur flow cytometer에서 분석하였다. 분석 프로그램은 CellQuest Pro 

software를 이용하였다. P-selectin의 발현 정도는 collagen을 가하지 않은 

basal의 형광량을 기준으로 하여, 95% 이상의 형광신호가 보이는 구간을 

설정하여 분석하였다. 

 

Serotonin의 분비 측정 

 

혈소판으로부터 serotonin의 분비는 radioactive method를 이용하였다. 

혈액으로부터 분리한 PRP에 
14

C-serotonin (55.0 mCi/mmol)을 0.1 μCi/ml가 

되도록 가한 후 water bath에서 37℃에서 45 분 동안 배양하였다.  

시험물질과 collagen의 처리는 위와 동일하게 하였다. 50 mM EDTA 30 μl에 

반응이 종료된 PRP 300 μl를 취하여 가한 다음, 12,000 g에서 2 분간 원심 
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분리하였다. ASC-II 10 ml가 담긴 25 ml LSC vial에 상층액 50 μl를 가하였다. 

분비된 
14

C-serotonin의 양은 liquid scintillation counter (Wallac 1409, Perkin Elmer, 

USA)를 이용하여 측정하였으며, release 정도는 다음과 같이 표현했다. 

Serotonin release (%) = Total counts - blank

counts of sample - blank
x 100

 

Total: 0.3 % Triton X-100으로 혈소판의 lysis를 유발시킨 sample 

Blank: Chemical을 처리하지 않은 sample의 count 

 

Thromboxane A2 생성 측정 

 

시험물질과 collagen의 처리는 혈소판 응집 측정에서와 동일하게 하였다.  

반응이 종료된 PRP에 EDTA와 indomethacin이 각각 2 mM, 50 μM이 되도록 

가한 후 12,000 g에서 2 분간 원심 분리하였다. 상층액을 취하여 thromboxane 

A2 (TxA2)의 생성 정도를 측정하였으며, TxA2의 안정적인 대사체인 TxB2를 

ELISA kit를 이용하여 측정하였다. 

 

 

III. 동물 실험 

 

In vivo 정맥 혈전 생성 측정 및 관찰 

 

250-300 g의 Sprague-Dawley 수컷 흰쥐를 샘타코 (Korea)로부터 공급받아, 

서울대학교 약학대학 동물실험 연구동에서 일주일가량 적응시킨 뒤 실험에 

이용하였다. 사육실은 온도 22 ± 2 ℃, 습도 55 ± 5 %의 온도 환경을 

유지하였으며, 오전 7시 30분과 오후 7시 30분을 기준으로 하여 밤낮을 

조절하였다. 사료 (애그니브랜드, 퓨리나코리아)와 물은 제한 없이 
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공급하였다.  

검은콩 추출물을 한 번 또는 14일 간 경구 투여한 후 in vivo 정맥 혈전 

생성 실험을 진행하였다. 검은콩 추출물을 투여하고 1 시간 후, 흰쥐를 

pentobarbital (50 mg/kg)을 복강 주사하여 마취시키고 복강을 개복하였다. 

하대정맥과 복대동맥에 15 mm 간격으로 두고 견사를 위치시키고 주변의 

신정맥과 신동맥은 견사로 묶었다. 5% FeCl3를 적신 filter paper 3 mm x 10 mm) 

를 하대정맥에 5분간 적용시킨 후 제거하였다. FeCl3를 적용하고 30분 후 

하대정맥과 복대동맥을 견사로 묶은 후 떼어내었다. 하대정맥으로부터 

생성된 혈전을 분리한 후 무게를 측정하였다. 

분리한 혈전을 mold에 올리고 OCT coumpound를 (Tissue-Tek Products, 

Sakura Finetek USA Inc., Torrance, CA)를 채운 후 -70 ℃에서 얼렸다.  동결된 

혈전은 Cryostat (CM1850, Leica, Wetzlar, Germany)를 이용하여 10 μm의 두께의 

절편으로 만들어졌으며, 30분간 상온에서 건조한 후 hematoxylin and eosin 

staining을 진행하였다. 

 

Clotting time 측정 

 

검은콩 추출물을 경구 투여하고 1 시간 후, 3.8% sodium citrate를 

항응고제로 하여 복대동맥 채혈하였다. 혈장은 혈액을 상온에서 2000 g에서 

15 분간 원심분리하여 얻었다. 혈장 응고시간은 BBL
®
 Fibrometer (Becton 

Dickinson, Cockeysville, MD)를 이용하여 aPTT, PT를 측정하였다. aPTT 측정을 

위하여 혈장과 aPTT 시약을 fibrometer cup에 가한 후 3 분간 37℃에서 

배양하였다. 배양 후 CaCl2를 가하고, 즉시 혈액 응고 시간을 측정하였다. 

PT의 측정을 위해서 가온된 혈장에 PT 시약을 가하고 즉시 혈액응고 

시간을 측정하였다. 
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Bleeding time 측정 

 

20-25 g의 C57BL/6 mice를 사용하였다. 검은콩 추출물 또는 aspirin, 

clopidogrel을 경구 투여하고 1 시간 후, pentobarbital을 복강 주사하여 마취 

시켰다.  마우스의 꼬리 끝 2 mm 부분을 자르고 매 10초마다 조심스럽게 

닦아주었다. 출혈시간은 더 이상 혈액이 묻어 나오지 않을 때까지 시간으로 

측정하였으며, 출혈이 15 분 이상 지속될 경우 출혈시간은 15분으로 

기록하였다. 

 

 

IV. 활성성분 분리 및 분석 

 

활성성분 분리 

 

검은콩 추출물은 물에 녹여 ethyl acetate와 butanol로 분배 추출하였다. 

Ethyl acetate 분획(수율: 1.2%)을 sep-pak cartridges (10 g, Waters, Milford, MA)을 

이용하여 고체상 추출 (solid phase extraction)하였으며,  aqueous methanol step 

gradient (50-100%)으로 용리하여 7개의 분획 (A-1~A-7)을 얻었다. A-1 (수율: 

28%)과 A-2 (수율: 14.5%) 분획을 합한 후 Sephadex LH 20 (GE Healthcare, 

Uppsala, Sweden) column chromatography (30 mm i.d. x 800 mm)에 적용하였으며, 

70% methanol로 용리하여 10개의 분획 (B-1~B-10)을 얻었다. B-1 (수율: 18%) 

분획은 preparative HPLC (eluent: 10% methanol, 0.05% trifluoroacetic acid; column: 

ODS (20 x 150 mm); flow rate: 6 ml/min; detection: UV 260 nm)를 이용하여 7개 

의 분획 (C-1~C-7)으로 나눴다. 최종 활성 분획인 C-3는 B-1 분획으로부터 

6.6%의 수율로 얻어졌다. 분획들은 50% ethanol 또는 DMSO에 녹여졌으며, -

20
o
C에서 보관하였다. 
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활성성분 분석 

 

활성성분은 NMR spectroscopy, Mass spectroscopy를 통해 분석하였다.  
1
H 

NMR과 
13

C NMR 측정은 JNM-ECA600 600 MHz FT-NMR spectrometer (JEOL, 

Tokyo, Japan)을 이용하여 tetramethylsilane을 포함한 D2O를 internal standard로 

하여 이루어졌다. 
1
H–

1
H COSY, HMQC 그리고 HMBC NMR 분석이 동일한 

spectrometer 상에서 이루어졌다.  ESI-MS spectrum은 Q-TRAP-3200 mass 

spectrometer (AppliedBiosystems, Foster City, CA)를 이용하여 얻어졌다. MS 

조건은 다음과 같았다. ESI, positive mode with capillary voltage (kV): 3.2, cone 

voltage(kV): 30, source temp: 120
o
C, desolvation temp: 350

o
C, desolvation gas (L/h): 

850 and collision energy: 17.  HPLC system (Hitachi, Tokyo, Japan)은 autosampler, 

pump and photodiode array detector로 구성되었으며, Mightysil C18 (4.6 X 250 mm, 

5 μm) column을 이용하여 methanol: water (90:10)을 용매로 1 ml/min의 속도로 

용리하였다.  Adenosine은 260 nm에서 검출하였다. 

 

혈중 adenosine 농도 측정 

  

 200-250 g의 Sprague-Dawley 수컷 흰쥐를 오리엔트바이오 (Korea)로부터 

공급받았으며, 실험에 이용하기 하루 전 절식하였으며 물은 제한 없이 

공급하였다. 검은콩 추출물 또는 adenosine을 경구 투여한 후 일정 시간마다 

heparin으로 코팅된 모세관을 이용하여 안와정맥총채혈을 수행하여 혈액을 

얻어 즉시 4℃에서 2,000 g, 15 분간 원심분리하여 혈장을 얻었으며 분석하기 

전까지 -20℃에서 보관하였다. 혈장에 존재하는 adenosine의 분석은 

LC/MS/MS 방법으로 이루어졌으며 2-chloroadenosine을 내부표준물질로 

하였다. 
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Adenosine의 혈중 안정성 측정 

 

 수컷 흰쥐 또는 사람으로부터 heparin을 항응고제로 채혈하여 얻은 전혈에 

adenosine과 검은콩 추출물을 처리하여 5 분간 반응시켰다. 2-

chloroadenosine은 내부표준물질로 가하였다. 반응이 끝난 후, 즉시 4℃에서 

2,000 g 15 분간 원심분리하여 혈장을 얻었다. 100 μl의 혈장에 200 μl의 

acetonitrile을 가하고, 4℃에서 14,000 rpm에서 10 분간 원심분리하여 

상층액을 취하였다. 분석용 시료는 0.45-μm syringe filter로 여과시켰으며, 

LC/MS/MS 방법으로 adenosine을 분석하였다. 

 

 

IV. 작용 기전 연구 

 

혈소판-collagen 부착 측정 

 

혈소판의 부착능을 측정하고자 96 well black plate에 40 μg/ml collagen을 각 

well 마다 50 μl씩 가하고 상온에서 1 시간 동안 coating하였다. Collagen을 

제거하고 5% BSA를 포함한 phosphate-buffered saline (PBS; 1 mM KH2PO4, 154 

mM NaCl, 3 mM Na2HPO4, pH 7.4)을 50 μl씩 가하고 상온에서 1 시간 동안 

blocking한 후 PBS로 세 번 washing해주었다.  

혈액으로부터 분리된 WP에 calcein/AM을 2.5 μM이 되도록 가한 후 

37℃에서 15 분간 차광하여 배양하였다. 배양이 끝난 후 WP를 다시 300 

g에서 10 분간 원심 분리한 후, 얻어진 혈소판 pellet에 suspension buffer를 

가해 현탁하여 1 ml당 3ⅹ10
8
 개의 혈소판이 포함되도록 희석하고 CaCl2를 

최종 농도가 2 mM이 되도록 가한 후 실험에 사용하였다.  
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Calcein/AM이 loading된 혈소판에 시험물질에 10 분간 처리한 후, WP 50 

μl를 collagen-coated well에 가하고 30 분간 상온에서 방치하였다. 부착되지 

않은 혈소판은 PBS로 세척하여 제거한 후, 부착된 혈소판을 lysis buffer (1 % 

triton X-100, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, and protease inhibitor 

cocktail)를 가하여 4℃에서 10 분간 lysis 시켰다. 혈소판 부착 정도는 

microplate reader (ex = 492 nm, em = 535 nm, TECAN Spectrafluor, Grödig, 

Austria)를 이용하여 형광량을 측정하였다. 

 

세포 내 Ca
2+

 농도 측정 

 

Fluo-4/AM을 세포 내로 loading 시키기 위해 다음과 같이 조작하였다. 

혈액으로부터 분리된 WP에 Fluo-4/AM과 PGE1을 최종 농도가 각각 5 μM, 1 

μM이 되도록 WP에 가한 후 37℃에서 45 분간 차광하여 배양하였다. 

배양이 끝난 후 WP를 다시 300 g에서 10 분간 원심 분리한 후, 얻어진 

혈소판 pellet에 suspension buffer를 가해 현탁하여 1 ml당 1ⅹ10
7
 개의 

혈소판이 포함되도록 한 후 실험에 사용하였다. WP에 CaCl2를 최종 농도가 

2 mM이 되도록 가한 후 실험에 사용하였다.   

 시험물질과 collagen의 처리는 혈소판 응집 측정에서와 동일하게 하였다. 

시료의 일부를 취하여 anti-GP Ib-PE를 미리 넣어 놓은 시험관에 가하고 

차광 조건에서 20 분간 반응시켰다. 여기에 Ca
2+

 2 mM이 포함된 suspension 

buffer 500 μl를 가함으로써 반응을 종결시켰다. 준비된 분석용 시료를 BD 

FACSCalibur에서 분석하였다. 세포 내 Ca
2+

 농도는 평균 형광량을 

측정하였다. 

 

GP IIb/IIIa의 발현 측정 
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시험물질과 collagen의 처리는 혈소판 응집 측정에서와 동일하게 하였다. 

단, WP 1 ml당 1ⅹ10
7
 개의 혈소판이 포함되도록 한 후 실험에 사용하였다. 

anti-GP Ib-PE와 PAC-1-FITC를 미리 넣어 놓은 시험관에 가하고 차광 

조건에서 20 분간 반응시켰다. 여기에 이 포함된 suspension buffer 1 ml를 

가함으로써 반응을 종결시켰다. 준비된 분석용 시료를 BD FACSCalibur에서 

분석하였다. GP IIb/IIIa의 발현 정도는 collagen을 가하지 않은 basal의 

형광량을 기준으로 하여, 99% 이상의 형광신호가 보이는 구간을 설정하여 

분석하였다. 

 

cAMP 측정 

 

시험물질과 collagen의 처리는 혈소판 응집 측정에서와 동일하게 하였다.  

반응이 종료된 WP에 HCl을 0.1 M이 되도록 가한 후 60 초간 ultrasonic 

processor (Sonics and Materials Inc., Newtown, CT)를 이용하여 lysis시켰다. cAMP 

농도는 ELISA kit를 이용하여 측정하였다. 

  

Fibrinogen binding 측정 

 

시험물질과 collagen의 처리는 혈소판 응집 측정에서와 동일하게 하였다. 

단, WP 1 ml당 1ⅹ10
7
 개의 혈소판이 포함되도록 한 후 실험에 사용하였다. 

시료의 일부를 취하여 anti-GP Ib-PE와 Alexa Fluor 488-fibrinogen을 미리 넣어 

놓은 시험관에 가하고 차광 조건에서 20 분간 반응시켰다. 여기에 이 

포함된 suspension buffer 500 μl를 가함으로써 반응을 종결시켰다. 준비된 

분석용 시료를 BD FACSCalibur에서 분석하였다. Fibrinogen binding의 정도는 

평균 형광량을 측정하였다.  
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V. 통계 처리 

 

3회 이상 실험한 후, 값을 means ± SEM으로 표시하였다. 각 군 간의 

차이는 student’s t-test 또는 one-way ANOVA test를 실시한 후, Duncan’s multiple 

range test를 실시하여 유의성 정도를 판정하였다. 유의적인 차이는 p value가 

0.05 이하인 경우에 인정하였다. 
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실 험 결 과 

 

 

I. 콩 추출물의 항혈소판 및 항혈전 작용 

 

 콩 추출물의 혈소판 응집에 대한 효과를 확인하고자 콩 추출물 100 

μg/ml를 platelet rich plasma (PRP)에 10분간 처리 후 collagen (2-4 μg/ml)를 

가해 혈소판 응집 정도를 측정하였다. 그 결과 20% ethanol로 추출한 검은콩 

추출물이 가장 강한 억제효과를 보였으며, 이후 실험은 20% ethanol로 

추출한 콩 추출물을 대상으로 진행하였다 (Fig. 2). 검은콩과 노란콩 

추출물의 혈소판 응집에 대한 효과를 비교한 결과, 검은콩 추출물은 혈소판 

응집에 대해서 강한 억제효과를 보인데 비해 노란콩 추출물은 억제효과를 

보이지 않았다 (Fig. 3). 검은콩 추출물은 농도의존적으로 collagen에 의한 

혈소판 응집을 억제하였으며 (Fig. 4), 현미경상으로도 검은콩 추출물에 의한 

aggregate의 생성 억제를 확인할 수 있었다 (Fig. 5). 검은콩 속과 겉껍질의 

혈소판 응집에 대한 효과를 비교한 결과, 검은콩 속은 collagen에 의한 

혈소판 응집을 억제하는데 비해 겉껍질은 억제효과를 보이지 않았다 (Fig. 6) 

 혈소판 활성화 과정 중, P-selectin 발현, serotonin 유리, thromboxane A2 (TxA2) 

생성 등이 일어나며, 이는 혈소판의 2차 응집을 비롯해 혈관조직 또는 

염증세포들과 상호작용을 일으켜 혈전 생성을 촉진시킬 수 있다 (Jurk and 

Kehrel, 2005; Rivera et al., 2009). 검은콩 추출물이 혈소판 응집과 더불어 

혈소판 활성화에 미치는 영향을 확인하고자 P-selectin의 발현 정도를 anti-

CD62P-FITC Ab를 이용하여 flow cytometer상에서 측정하였다. 그 결과, 

collagen에 의해 P-selectin의 발현 증가가 검은콩 추출물에 의해 

농도의존적으로 저해되었다 (Fig. 7). Serotonin의 유리 정도는 
14

C-serotonin을 
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loading한 혈소판을 이용하여 측정한 결과 collagen에 의한 serotonin의 

유리를 검은콩 추출물이 농도의존적으로 억제하였다 (Fig. 8A). TxA2의 생성 

정도는 안정적인 대사체인 thromboxane B2의 양을 ELISA kit를 이용하여 

측정하였으며, collagen에 의한 TxA2의 생성이 검은콩 추출물에 의해 

농도의존적으로 억제됨을 확인할 수 있었다 (Fig. 8B). 

 사람 혈액으로 진행된 in vitro 실험들의 결과들을 in vivo 시험계에서 

검증하기 전 검은콩 추출물의 혈소판 응집 억제작용이 rat의 혈소판에 

대해서도 보이는지 확인하였다. 그 결과 검은콩 추출물은 사람 

혈소판에서와 유사한 경향으로 rat 혈소판 응집을 억제하였다 (Fig. 9A). 

검은콩 추출물의 항혈소판 작용을 검증하고자 검은콩 추출물 50, 100 

mg/kg을 경구 투여하고 한 시간 후 ex vivo 혈소판 응집 실험을 진행한 결과, 

검은콩 추출물을 투여한 군에서 collagen에 의한 혈소판 응집이 억제됨을 

확인하였다 (Fig. 9B). 이러한 검은콩의 항혈소판 작용들이 혈전 생성에 

미치는 영향을 확인하고자 검은콩 추출물 50, 100 mg/kg을 경구 투여하고 한 

시간 후, FeCl3로 유도된 정맥 혈전 실험을 진행하였다. 검은콩 추출물을 

투여한 경우 정맥 혈전 생성이 저해됨을 확인할 수 있었으며 (Fig. 10A and 

10B), 특히 추출물을 14일간 반복 투여한 경우 보다 낮은 농도 (50 

mg/kg)에서도 유의적인 차이를 보였다. 

 혈액응고기능 저해 및 출혈은 항혈소판 작용에 따른 일반적인 부작용이다 

(Serebruany et al., 2004). 검은콩 추출물이 혈액 응고기능에 미치는 영향을 

평가하고자 activated partial thromboplastin time (aPTT)과 prothrombin time (PT)을 

측정하였다. 검은콩추출물의 투여는 aPTT와 PT에 영향을 주지 않았다. (Fig. 

11A). 또한 aspirin과 clopidogrel을 투여한 군에서는 bleeding time이 

증가하는데 비해 검은콩추출물은 bleeding time에 영향을 주지 않았다 (Fig. 

11B). 이러한 결과는 검은콩추출물이 출혈 부작용 없이 항혈소판 및 항혈전 

작용을 보일 수 있음을 말한다.  
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Figure 2. Effects of black soybean extracts on collagen-induced platelet aggregation   

 Black soybean (BB, 100 μg/ml) extracted with various concentrations of ethanol (20%, 50%, 70%) were treated for 10 

min, an human platelets were stimulated with collagen (2-4 μg/ml) for 6 min. Values are means ± SEM of 4-6 independent 

experiments. * represents significant differences from corresponding control (p<0.05).  
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Figure 3. Effects of soybean extracts on collagen-induced platelet aggregation 

 100 μg/ml of yellow soybean extract (YB) or black soybean extract (BB) were treated for 10 min and human platelets 

were stimulated with collagen (2-4 μg/ml) for 6 min. Values are means ± SEM of 3 independent experiments. 

Representative tracing data of more than 3 independent experiments are shown. * represents significant differences from 

corresponding control (p<0.05). 
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Figure 4. Effects of BB on collagen-induced platelet aggregation 

 Various concentration of BB was treated for 10 min and human platelets were stimulated with collagen (2-4 μg/ml) for 6 

min. Values are means ± SEM of 3 independent experiments. Representative tracing of more than 3 independent 

experiments are shown. * represents significant differences from corresponding control (p<0.05). 
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Figure 5. Inhibitory effects BB on collagen-induced platelet aggregation 

 Non-treated platelets or platelets treated with vehicle or 100 μg/ml of BB and collagen were fixed with 0.5% 

glutaraldehyde and observed. Representative image of more than 3 independent experiments are shown. Original 

magnification: × 40. Scale bar = 10 μm.
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Figure 6. Effects of black soybean inner layer and seed coat on collagen-induced 

platelet aggregation   

 Extracts of BB(100 μg/ml) inner layer (BBin) and seed coat (BBsc) were treated for 10 

min, an human platelets were stimulated with collagen (2-4 μg/ml) for 6 min. Values 

are means ± SEM of 4 independent experiments. * represents significant differences 

from corresponding control (p<0.05). 
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Figure 7.  Effects of BB on collagen-induced P-selectin expression 

 Various concentration of BB was treated for 10 min and human platelets were stimulated with collagen (2-4 μg/ml) for 6 

min. P-selectin exposure was measured using flow cytometric analysis. Representative histogram of non-treated platelets 

and platelet treated with vehicle or BB (100 μg/ml) and collagen is shown. Values are means ±SEM of 3 independent 

experiments.  Representative histograms of 3 independent experiments are shown. * represents significant differences 

from corresponding control (p<0.05). 
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Figure 8.  Effects of BB on collagen-induced serotonin secretion and thromboxane A2 formation 

 Various concentration of BB was treated for 10 min and human platelets were stimulated with collagen (2-4 μg/ml) for 6 

min. (A) Serotonin secretion was determined using 
14

C-serotonin loaded PRP and (B) thromboxane A2 (TxA2) formation 

was measured using commercial thromboxane B2 ELISA kit.  Values are means ± SEM of 3 independent experiments.  

Representative histograms of 3 independent experiments are shown. * represents significant differences from 

corresponding control (p<0.05). 
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Figure 9. Effects of BB on rat platelet aggregation 

 (A) Various concentration of BB was treated for 10 min and rat platelets were stimulated with collagen (8-10 μg/ml) for 6 

min. (B) One hour after oral administration of BB to rats, platelets were isolated and stimulated with collagen (10 μg/ml). 

Values are means ± SEM of 3-4 animals. * represents significant differences from corresponding control (p<0.05). 
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Figure 10. Effects of BB on FeCl3-induced venous thrombosis 

 (A) After oral administration once or once daily for 14 days, thrombus formation was determined in FeCl3 induced rat 

venous thrombosis model. (B) Isolated thrombus from vehicle or BB (100 mg/kg) administrated rat were fixed and stained.  

Values are means ± SEM of 4-6 animals. * represents significant differences from corresponding control (p<0.05). 
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Figure 11. Effects of BB on coagulation and bleeding   

 (A) One hour after oral administration of BB, plasma was isolated and activated 

partial thromboplastin time (aPTT) or prothrombin time (PT) was determined. (B) 

After oral administration of BB bleeding time was measured. Values are means ± SEM 

of more than 4-6 animals. * represents significant differences from corresponding 

control (p<0.05). 
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II. 검은콩 추출물의 활성성분 분리 및 분석 

  

 검은콩추출물의 활성성분 분리는 혈소판 응집 억제 정도에 기반한 

bioassay-directed fractionation을 통해 이루어졌다 (Fig. 12). 검은콩 추출물을 

물에 현탁시키고 ethyl acetate와 butanol로 분배 추출한 후 collagen에 의한 

혈소판 응집에 미치는 영향을 비교한 결과 ethyl acetate 분획이 가장 강한 

억제 효과를 보였다 (Fig. 13). 따라서 ethyl acetate 분획을 solid phase 

extraction하여 7 개의 분획을 얻었다. 그 중 A-1과 A-2 분획이 가장 강한 

억제 효과를 보였으며 (Fig. 14A), A-1과 A-2 분획을 합쳐서 column 

chromatography에 적용하여 10 개의 분획을 얻었다. 그 중 B-1 분획이 가장 

강한 억제 효과를 보였으며 (Fig. 14B), B-1 분획을 preparative HPLC 

chromatography를 통해 peak 별로 나누어 7 개의 분획을 얻었다 (Fig. 13A). 

결과적으로 단일 peak의 C-3 분획이 collagen에 의한 혈소판 응집에 대해서 

가장 강한 억제 효과를 보였다 (Fig. 15B). 

 활성성분으로 추정되는 C-3 분획의 분석을 위하여 NMR과 mass 

spectroscopy를 적용하였다. 
1
H NMR, 

13
C NMR과 

1
H-

1
H COSY, HMQC, HMBC 

등의 2D NMR에 의하여 C-3 분획이 adenosine 구조를 가진다는 것을 

추정하였다 (Fig. 16A). Mass spectrum을 통해서 분자량이 267인 adenosine으로 

확인되었다 (Fig. 16B). 활성성분 분석 결과를 검증하기 위해 C-3 분획과 

adenosine standard의 HPLC spectrum을 비교한 결과 동일하게 나타났으며 (Fig. 

17A), C-3 분획과 adenosine의 collagen에 의한 혈소판 응집을 억제 정도도 

거의 동일하였다 (Fig. 17B). 

 Adenosine은 혈중에서 적혈구에 흡수되어 빠르게 제거되며 그 반감기가 

0.6-1.5 초 정도로 매우 짧다 (Camm and Garratt, 1991; Lerman and Belardinelli, 

1991). 따라서 in vivo 시험계에서도 adenosine이 검은콩의 활성성분으로 

작용할 수 있는지 확인하고자 검은콩 추출물 또는 adenosine을 경구 투여한 
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후 혈중 adenosine 농도 변화를 확인하였다. 흰 쥐에게 검은콩 추출물을 

투여한 경우와 adenosine을 투여한 경우에 adenosine의 혈중농도 변화를 

비교한 결과, 검은콩 추출물을 투여한 경우에 adenosine의 혈중농도도 

상대적으로 높고 제거되는 시간도 늦어지는 것을 확인하였다 (Fig. 18). 또한 

흰 쥐와 사람의 전혈에서 adenosine 제거 정도를 비교한 결과 adenosine만을 

처리한 경우 5 분 동안 거의 대부분 제거되었으나, 검은콩 추출물을 함께 

처리한 경우 30% 정도가 잔존하였다 (Fig. 19). 



 

 

3
6

 

 

 

Figure 12. Bioassay-directed fractionation of BB  
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Figure 13. Isolation of active ingredient of BB (I)  

 100 μg/ml of ethyl acetate (BBEA), butanol (BBBu) and water (BBw) fractions from BB were treated for 10 min and human 

platelets were stimulated with collagen (2-4 μg/ml) for 6 min. Values are means ± SEM of 3 independent experiments.  

Representative tracing data of 3 independent experiments are shown. * represents significant differences from 

corresponding control (p<0.05). 
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Figure 14. Isolation of active ingredient of BB (II)  

 25 μg/ml of subfractions from (A) ethyl acetate fraction, (B) A-1+A-2 fraction were 

treated for 10 min and human platelets were stimulated collagen (2-4 μg/ml) for 6 min. 

Values are means ± SEM of 3 independent experiments. * represents significant 

differences from corresponding control (p<0.05). 
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Figure 15. Isolation of active ingredient of BB (III)  

 (A) Preparative HPLC profile of B-1 fraction is shown.  C-7 fraction is the remainder after isolation of C-1~C-6 fraction. 

(B) 25 μg/ml of subfractions from B-1 fraction were treated for 10 min and human platelets were stimulated collagen (2-4 

μg/ml) for 6 min. Values are means ± SEM of 3 independent experiments.* represents significant differences from 

corresponding control (p<0.05). 
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Figure 16. Identification of active ingredient of BB   

 (A) Critical 2D NMR data from NMR analysis and (B) the ESI-MS spectrum of C-3 fraction is shown.  
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Figure 17. Confirmation of active ingredient of BB   

 (A) HPLC profile of C-3 fraction and adenosine is compared. (B) Various 

concentrations of C-3 fraction and adenosine were treated for 10 min and human 

platelets were stimulated with collagen (2-4 μg/ml) for 6 min. Values are means ± SEM 

of 3-4 independent experiments. * represents significant differences from 

corresponding control (p<0.05). 
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Figure 18. Plasma adenosine concentration in rat pharmacokinetic study 

After oral administration of BB (100 mg/kg) and pure adenosine (10 mg/kg), blood samples were collected from the retro 

sinus and the adenosine concentration in plasma was measured by LC/MS/MS analysis. Values are means ± SD of 3  

animals. 
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Figure 19. The change of plasma adenosine concentration in whole blood  

Adenosine were added to (A) rat or (B) human whole blood with or without BB. After 5 min incubation, plasma was 

preparated and adenosine content in plasma was measured by LC/MS/MS analysis. Values are means ± SD of 3 

independent experiments. 
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III. 검은콩 추출물의 작용 기전 연구 

 

 검은콩 추출물의 작용기전 연구를 위해 plasma가 배제되고 혈소판만을 

분리하여 suspension buffer에 현탁된 washed platelet (WP) system을 도입하였다. 

Figure 20A에서 보듯이 검은콩 추출물은 병태생리학적 환경에서 혈소판의 

활성화에 있어서 주요한 단계인 collagen에 의한 혈소판 부착을 억제하였다 

(Andrews and Berndt, 2004; Calderwood, 2004). 또한 검은콩 추출물은 WP 

system에서 collagen에 의한 혈소판 응집을 농도의존적으로 억제하였으며, 

이는 PRP system에서 보인 억제 정도와 거의 동일하였다 (Fig. 20B). 또한 

PRP system에서와 동일하게 WP system에서도 노란콩 추출물은 혈소판 부착 

또는 응집에 영향을 주지 않았다.  

 Collagen은 GP VI 수용체를 결합하여 IP3 생성을 증가시켜 세포 내 

저장소로부터의 calcium 동원을 촉진시킨다 (Abrams, 2005). 또한 세포 내 

cAMP는 IP3 수용체의 저해를 통해 collagen에 의한 calcium level 증가를 

억제할 수 있다 (Tertyshnikova and Fein, 1998). 검은콩 추출물은 cAMP level을 

농도의존적으로 상승시켰으며 (Fig. 21A), 이어지는 calcium level의 증가 또한 

억제하였다 (Fig. 21B). 반면에 노란콩 추출물은 cAMP와 calcium level에 

영향을 미치지 않았으며, 이는 검은콩 추출물의 우월한 항혈소판 작용을 

뒷받침한다. 혈소판 활성화 및 응집에 있어서 부착단백의 발현은 주요한 

역할을 한다 (Li et al., 2003; Calderwood, 2004; Abrams, 2005). 검은콩 추출물은 

collagen에 의한 GP IIb/IIIa의 발현을 유의적으로 억제하였으며 (Fig. 22A), 

이어지는 fibrinogen의 부착 또한 농도의존적으로 억제하였다 (Fig. 22B). 

검은콩 추출물의 항혈소판 작용이 adenosine을 매개함을 검증하고자 

adenosine 수용체 길항제인 SCH 58261과 CSC를 전처리한 후 검은콩 

추출물이 혈소판 활성화에 미치는 영향을 확인하였다. 그 결과 검은콩 

추출물의 혈소판 응집억제 작용이 저해되었으며, 이는 adenosine이 검은콩 
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추출물의 항혈소판 작용에 있어서 주요한 역할을 한다는 것을 의미한다 

(Fig. 23).  

Adenosine이 검은콩 추출물의 항혈소판 작용에 있어서 역할을 확인하고자 

adenosine이 collagen에 의한 혈소판 응집에 미치는 영향을 확인하였다. 

Adenosine은 collagen에 의한 혈소판 응집을 농도의존적으로 억제하였다 (Fig. 

24). Collagen에 의해 calcium level은 증가하였으며 adenosine은 이 증가를 

억제하였다 (Fig. 25A). 또한 adenosine은 collagen에 의한 GP IIb/IIIa 발현을 

억제하였으며 (Fig. 25B), 이는 adenosine이 calcium 증가와 그 이후의 

단계들을 저해할 수 있음을 의미한다. Collagen에 의한 cAMP level의 감소는 

adenosine에 의해 회복되었으며, 이는 cAMP level의 상승이 adenosine에 의한 

항혈소판 작용에 기여할 수 있음을 의미한다 (Fig. 26A).  Adenosine에 의한 

cAMP level의 회복 및 상승은 adenylyl cyclase (AC)를 통한 cAMP 생성에 

기인하며, 이는 AC 억제제인 DDA와 SQ22536를 전처리한 경우 adenosine에 

의한 cAMP 상승 효과가 저해됨을 통해 검증되었다 (Fig. 26B). cAMP 

신호경로가 adenosine의 항혈소판 작용에 기여하는지 확인하고자 AC 

억제제들이 세포 내 calcium level과 혈소판 응집에 미치는 영향을 

확인하였다. 예상과 같이 AC 억제제들은 adenosine에 의한 calcium 동원 

억제 효과를 저해하였으며 (Fig. 27A), adenosine의 혈소판 응집 억제작용도 

AC 억제제를 전처리한 경우 사라진 것을 확인하였다 (Fig. 27B). 이는 cAMP 

신호경로가 adenosine이 매개한 항혈소판 작용에 있어서 주요한 역할을 

한다는 것을 의미한다.  

adenosine의 cAMP 신호경로 활성화가 검은콩 추출물에 의한 항혈소판 

작용에 기여하는지 확인하고자 AC 억제제들의 영향을 확인하였다. 검은콩 

추출물에 의한 cAMP level 상승과 calcium 동원 억제효과는 AC 억제제에 

의해 억제되었으며 (Fig. 28A and B), 이는 cAMP 신호경로가 검은콩 

추출물에 의한 항혈소판 작용에 관여함을 있음을 의미한다. 또한 검은콩 
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추출물의 혈소판 응집 및 부착 억제 작용은 cAMP 생성을 저해한 경우 

억제되었으며 (Fig. 29A and B), 이는 검은콩 추출물의 항혈소판 작용이 

adenosine의 cAMP 신호경로 활성화에 의해 매개됨을 제시한다.  

이전의 연구들에서 콩에 함유된 soy isoflavone들은 다양한 활성을 가지고 

있으며 혈소판 응집도 억제할 수 있다는 보고들이 있었다 (Nakashima et al., 

1991; Kondo et al., 2002; Guerrero et al., 2005; Guerrero et al., 2007). 따라서 

검은콩에 의한 항혈소판 작용들이 soy isoflavone (genistein, daidzein)들이 아닌 

adenosine에 기인함을 확인하고자 검은콩 추출물 100 μg/ml에서의 함량을 

고려하여 adenosine (1 μM), genistein (0.3 μM), daidzein (0.3 μM)가 혈소판 

활성화에 미치는 영향을 비교하였다. 그 결과 adenosine은 혈소판 응집을 

억제하는데 비해 주요 soy isoflavone인 genistein과 daidzein은 영향을 미치지 

않았다 (Fig. 30A). Genistein과 daidzein을 동시에 처리한 경우에도 collagen에 

의한 혈소판 응집을 억제하지 못하였으며, 이는 isoflavone 보다는 

adenosine이 검은콩 추출물의 혈소판 응집억제 작용에 관여함을 의미한다. 

또한 이러한 경향은 collagen에 의한 GPIIb/IIIa 발현 (Fig. 30B)과 혈소판 

부착 (Fig. 30C)에 대해서도 동일하게 나타났으며, 이는 adenosine이 검은콩 

추출물에 의한 항혈소판 작용에 있어서 주요 활성성분임을 의미한다. 
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Figure 20. Effects of BB on adhesion and aggregation in human washed platelets   

 (A) Various concentrations of BB or YB (100 μg/ml) were treated for 10 min, and human platelets were stimulated with 

collagen (1–4 μg/ml) for 6 min. Platelet aggregation was measured using lumi-aggregometer. (B) Calcein-loaded platelets 

were exposed to BB or YB (100 μg/ml) for 10 min and placed onto collagen-coated microwells for 30 min. Adhered 

platelets were analyzed by calcein fluorescence. Values are means ± SEM of 3-4 independent experiments. * represents 

significant differences from corresponding control (p<0.05). 
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Figure 21. Effects of BB on intracellular cAMP and calcium level 

 (A) Various concentrations of BB or YB (100 μg/ml) were treated for 10 min and intracellular cAMP level was 

determined after collagen stimulation. Intracellular cAMP level in collagen-stimulated platelets was determined using 

commercial cAMP ELISA kit. (B) Effect of BB or YB on collagen-induced intracellular calcium increase was examined by 

flow cytometry. Values are means ± SEM of 3-4 independent experiments. * represents significant differences from 

corresponding control (p<0.05).  
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Figure 22. Effects of BB on collagen-induced GPIIb/IIIa expression and fibrinogen binding   

 (A) Various concentrations of BB were treated for 10 min and GP IIb/IIIa expression was determined after collagen 

stimulation. (B) Fibrinogen binding was examined by flow cytometry after pretreatment of BB and collagen stimulation. 

Values are means ± SEM of 3-4 independent experiments. * represents significant differences from corresponding control 

(p<0.05).  
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Figure 23. Role of adenosine in inhibitory effects of BB on collagen-induced platelet aggregation 

 BB (100 μg/ml) was treated for 10 min in the presence of adenosine receptor antagonist SCH 58261 (300 nM) or CSC (1 

μM), and platelet aggregation was initiated with collagen. Values are means ±S EM of 3-4 independent experiments. * 

represents significant differences from corresponding control (p<0.05). # represents significant differences from BB treated 

group (p<0.05).
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Figure 24. Effects of adenosine on collagen-induced platelet aggregation   

 Various concentrations of adenosine were treated for 10 min, and collagen-induced platelet aggregation was examined. 

Values are means ± SEM of 3-4 independent experiments. * represents significant differences from corresponding control 

(p<0.05). 
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Figure 25. Effects of adenosine on collagen-induced calcium mobilization and GP IIb/IIIa expression   

 (A) Various concentrations of adenosine were treated to platelets and Fluo-4 elicited intracellular calcium increase was 

determined after collagen stimulation using flow cytometry. (B) Effect of adenosine on adhesion receptor GP IIb/IIIa 

expression was examined following collagen stimulation. Values are means ± SEM of 3-4 independent experiments. * 

represents significant differences from corresponding control (p<0.05). 



 

 

5
3

 

 

 

Figure 26. Effects of adenosine on intracellular cAMP level   

 (A) Effect of adenosine on intracellular cAMP level was examined following collagen stimulation. (B) Treatment of DDA 

(100 μM) or SQ22536 (20 μM) for 10 min reversed adenosine effect on cAMP level. Values are means ±S EM of 3-4 

independent experiments. * represents significant differences from corresponding control (p<0.05). # represents significant 

differences from BB treated group (p<0.05). 
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Figure 27. Role of adenosine-cAMP signaling on collagen-induced platelet activation    

 Treatment of DDA (100 μM) or SQ22536 (20 μM) for 10 min reversed adenosine effect on (A) intracellular calcium level 

and (B) aggregation in collagen-stimulated human platelets. Values are means ± SEM of 3-4 independent experiments. * 

represents significant differences from corresponding control (p<0.05). # represents significant differences from BB treated 

group (p<0.05). 
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Figure 28. Elucidation of the inhibitory mechanism of BB on platelet activation   

 Adenylyl cyclase inhibition by DDA (100 μM) or SQ22536 (20 μM) for 10 min reversed the effects of BB on (A) cAMP 

level and (B) intracellular calcium level in collagen-stimulated human platelets. Values are means ± SEM of 3-4 

independent experiments. * represents significant differences from corresponding control (p<0.05). # represents significant 

differences from BB treated group (p<0.05). 
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Figure 29. Elucidation of the inhibitory mechanism of BB on platelet adhesion and aggregation 

 Adenylyl cyclase inhibition by DDA (100 μM) or SQ22536 (20 μM) for 10 min reversed the effects of BB on (A) platelet 

aggregation and (B) adhesion in collagen-stimulated human platelets. Values are means ± SEM of 3-4 independent 

experiments. * represents significant differences from corresponding control (p<0.05). # represents significant differences 

from BB treated group (p<0.05). 
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Figure 30. Effects of adenosine and soy isoflavones on platelet activation 

 Adenosine (1 μM), genistein (0.3 μM), Daidzein (0.3 μM) and combination of genistein and daidzein (0.3 μM for both 

compound) were treated for 10 min, and collagen-induced platelet aggregation (A), GPIIb/IIIa expression (B) or platelet 

adhesion (C) was examined. Values are means ± SEM of 3-4 independent experiments. * represents significant differences 

from corresponding control (p<0.05).
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 본 연구에서는 검은콩 추출물이 collagen에 의한 혈소판 응집 및 활성화를 

억제함을 확인하였다. 반면, 노란콩 추출물은 미미한 억제 효과를 보였다. 

이러한 in vitro 실험 결과들은 ex vivo 혈소판 응집 억제 및 in vivo 정맥 

혈전 생성 저해를 통해 검증되었다. 반면에 혈액응고기능이상 및 출혈 

부작용에 대해서 검은콩 추출물은 영향을 주지 않았다. 검은콩 추출물의 

항혈소판 작용에 대한 활성성분은 bioassay-directed fractionation을 통해 

분리되었으며, NMR 및 Mass 분석을 통해 adenosine으로 규명되었다. 검은콩 

추출물의 항혈소판 작용은 camp level의 증가를 매개하여 세포 내 calcium 

동원, glycoprotein (GP) IIb/IIIa 발현 및 fibrinogen 부착을 저해하는데 

기인하였다. 결과적으로 검은콩 추출물은 활성성분 adenosine에 의한 cAMP 

신호경로의 활성화를 매개로 혈소판의 활성화, 응집 및 부착을 

억제함으로써 혈전 생성을 저해하였다. 이상의 결과는 Figure 31에 요약되어 

있다. 

 기존에 사용되어 온 항혈소판제들은 내출혈, 위장관 출혈 등의 부작용을 

가지고 있어 심혈관계 질환의 예방을 위해 사용하는데 있어 문제가 

되어왔다 (Jackson and Schoenwaelder, 2003; Barrett et al., 2008). 대표적인 

항혈소판제인 aspirin의 경우 예방의 목적으로 진행된 22 건의 임상연구들을 

분석한 결과, 대출혈 (major bleeding)의 위험성은 71% 증가하였으며 소출혈 

(minor bleeding)의 위험성도 62% 증가하였다 (McQuaid and Laine, 2006). 또한 

aspirin의 예방효과와 출혈 부작용을 비교한 6건의 임상연구 분석에서는 

혈전 발생은 0.57%에서 0.51%로 미미하게 감소한 반면 출혈 부작용은 

0.07%에서 0.1%로 증가하였다 (Antithrombotic Trialists et al., 2009). 이러한 

이유로 심혈관계 질환의 예방을 목적으로 한 기존의 항혈소판제들의 
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Figure 31. Suggested mechanism for the inhibitory effect of Black soybean on 

collagen-stimulated platelet activation  
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대안으로서 보다 안전한 천연물 및 식품들에 대한 관심이 많아졌다 (Craig, 

1999; Hu, 2003). 대표적인 향신료인 마늘 (Allium satium)을 대상으로 한 7 

건의 임상연구에서 건강한 사람들과 심혈관계 환자들에게 있어서 항혈소판 

작용이 확인된 바 있다 (Rahman and Lowe, 2006).  또한 양파 (Allium cepa)의 

경우 in vivo 동물 혈전 모델들을 통해 항혈전 작용이 밝혀진 바 있다 

(Briggs et al., 2001; Yamada et al., 2004).  그러나 마늘과 양파의 강한 맛과 

향은 매일 복용하는데 있어서 어려움을 줄 수 있으며, 게다가 과도한 

마늘과 양파의 섭취는 위장병, 빈혈, 알레르기 반응 등의 문제를 일으킬 수 

있어 심혈관계 질환의 예방을 목적으로 활용하는데 있어 부적당하다 

(Amagase et al., 2001). 본 연구에서는 검은콩 추출물이 항혈소판 작용을 

매개하여 항혈전 작용을 보였으며, 출혈 부작용에는 영향을 주지 않음을 

밝혔다. 위에 서술된 마늘과 양파와 달리 검은콩은 부작용 없이 매일 

섭취할 수 있다는 점에서 심혈관계 질환의 예방에 있어서 활용가능성이 

높다. 

 검은콩 추출물의 PRP에서 collagen에 혈소판 응집에 대한 IC50는 100 ± 

46.0 μg/ml으로 (Fig. 4), 기존의 항혈소판제인 aspirin (25 ± 2.0 μg/ml), ticlopidine 

(134 ± 10.1 μg/ml)과 크게 차이가 나지 않는다 (De La Cruz et al., 2002). 게다가 

검은콩 추출물의 활성성분 함유한 C-3 분획의 경우 IC50가 1 μg/ml 이하까지 

낮아졌다 (Fig. 17B). 이는 검은콩 추출물의 항혈소판 및 항혈전 작용이 

약물학적으로나 영양학적으로 충분히 의미 있음을 말한다. 또한  검은콩 

추출물을 투여한 경우 in vivo 혈전 모델에서 항혈전 효과를 보인 것이 이를 

뒷받침한다. 특히 in vivo 실험에서 사용한 50-100 mg/kg은 실제 콩 식품의 

일일 섭취량 (20-80 g)을 고려했을 때 타당한 용량이었다 (Omoni and Aluko, 

2005). 검은콩 추출물의 수율이 7.6% 였으므로, 50-100 mg/kg은 약 650-1,300 

mg soybean/kg에 해당하며 성인 (60 kg)의 경우 약 40-80 g 섭취하는 

정도이다. 게다가 2주간 반복 투여한 경우 단독 투여한 경우에 비하여 보다 



 

61 

 

낮은 농도에서도 유의미한 혈전 생성 억제 효과를 보였다는 점은 (Fig. 8), 

꾸준히 섭취할 경우 더 큰 효과를 기대할 수 있다는 것을 의미한다.  

 기존의 연구들에서 검은콩은 다른 콩들에 비해 강한 생리활성을 보였다. 

Takahashi et al. (2005)은 검은콩 추출물이 LDL 산화에 대해서 보다 강한 

항산화 활성을 가지며 이는 껍질에 상대적으로 높은 polyphenol 함량, 특히 

anthocyanin에 기인한다고 보고하였다. Xu and Chang (2008)은 검은콩이 다른 

콩에 비하여 상대적으로 강한 free radical 제거 활성을 가진다고 보고하였다. 

이 보고에 따르자면, protocatechuic acid, protocatechualdehyde, caffeic acid와 

같은 phenolic acid가 노란콩을 포함한 다른 콩들에 비해 검은콩에 더 많이 

존재하며, anthocyanin은 검은콩에만 존재한다. 몇몇 연구들에서 이들 

물질들의 혈소판 활성 및 응집에 대한 억제 작용이 보고된 바 있다. 그러나 

protocatechuic acid (>100 μg/ml)과 caffeic acid (>100 μg/ml)는 상당히 높은 

농도에서 collagen에 의한 혈소판 응집을 억제하였으며 (Yun-Choi et al., 1987; 

Wu et al., 2001), 이는 본 연구에서 보인 검은콩 추출물 (IC50 = 100 ± 46.0 

μg/ml) 의 강한 혈소판 응집 억제 효과를 성명하기는 어렵다. 또한 기존의 

보고들에서 anthocyanin은 혈소판 활성화 및 응집에 대해서 미미하거나 거의 

억제 효과를 보이지 않는다고 알려져 있다 (Garcia-Alonso et al., 2004; Rechner 

and Kroner, 2005). 또한 대부분의 anthocyanin을 함유하고 있는 검은콩 껍질의 

추출물의 경우 collagen에 의한 혈소판 활성화 및 응집에 대해서 효과가 

없었으며 (Fig. 6), 이는 검은콩의 항혈소판 작용이 다른 성분이 기인함을 

의미한다. 

 또한, 이전의 연구들에서 콩이 가지는 항암, 항당뇨, 항골다공증 등의 

생리활성에 있어서 isoflavone을 주요 활성성분으로 여겨져 왔다 (Lu et al., 

2008; Song et al., 2008; Jian, 2009; Messina, 2010). 또한 soy isoflavone은 

심혈관계 개선 효과도 보고된 바 있으며 (Anthony et al., 1998; Marsh et al., 

2011; Pase et al., 2011), 특히 혈소판에 대해서 genistein과 daidzein은 
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thromboxane A2 signaling, serotonin 분비, 혈소판 응집 등의 혈소판 활성화를 

조절할 수 있다고 알려져 있다 (Nakashima et al., 1991; Kondo et al., 2002; 

Guerrero et al., 2005; Guerrero et al., 2007). 이들 연구에서 제시한 genistein의 

혈소판 응집 억제 효과에 대한 IC50는 10-30 μM  정도로 검은콩 

추출물에서의 함량을 고려했을 때 잘 맞지 않는다. 실제 검은콩 추출물 

내의 함량 (genistein; 0.14%, daidzein; 0.11%)을 고려한 농도 (0.3 μM)에서는 

genistein과  daidzein이 collagen에 의한 혈소판 응집에 영향을 미치지 않았다 

(Fig. 25). 이 결과와 일치하여 Gooderham et al. (1996)은 soy isoflavone 

(genistein, daizein)의 함량이 높은 soy protein의 섭취가 혈중 gensitein 농도는 

0.9 μM 수준으로 높였으나 혈소판 응집에 대해서는 영향이 없다고 

보고하였다. 이는 콩의 생리활성에 있어서 isoflavone 외에 다른 

활성성분들이 관여할 수 있는 가능성을 제시하는 것이다. 

 본 연구에서는 검은콩의 항혈소판 작용에 대한 활성성분을 bioassay-directed 

fractionation과 NMR 및 Mass 분석을 통하여 adenosine으로 규명하였다. 

Adenosine의 항혈소판 작용에 대한 유효농도 (IC50)는 1.85 ± 0.86 μM으로 

검은콩 추출물의 유효농도 100 ± 46.0 μg/ml와 adenosine의 함량 (0.36%)을 

고려했을 때 잘 맞았다. 또한 검은콩 추출물과 노란콩 추출물 (0.16%)의 

adenosine 함량의 차이는 검은콩 추출물의 상대적으로 강한 항혈소판 효과를 

설명할 수 있을 것이다. 뿐만 아니라 검은콩 추출물의 추출조건에 따른 

adenosine과 isoflavone의 함량 그리고 항혈소판 작용의 차이도 이를 

뒷받침하는 결과이다. 20% ethanol로 추출한 검은콩 추출물 (BB20)은 70% 

ethanol로 추출한 검은콩 추출물 (BB70)에 비해 강한 혈소판 응집 억제 

효과를 보였다 (Fig. 2) 이 때. BB20과 BB70에서의 adenosine 함량은 각각 0.5%, 

0.04% 인데 비해 isoflavone의 함량은 각각 0.09%, 0.11%로 큰 차이가 없었다. 

 Adenosine은  다양한 생리활성을 가지며, adenosine의 대사나 adenosine 

수용체를 조절하는 것이 다양한 질병들의 치료에서 target으로 여겨지고 
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있다 (Jacobson and Gao, 2006; Fredholm, 2007; Hasko et al., 2008; Polosa and 

Blackburn, 2009; Gessi et al., 2011). 그러나 식품에서의 adenosine의 

활성성분으로서의 역할에 대한 연구는 제한적으로 이루어졌다 (Saito et al., 

1999; Kuo et al., 2008). 또한 이전의 연구에서 마늘, 양파, 버섯에서 

adenosine을 항혈소판 작용에 대한 활성성분으로서의 가능성을 제시한 바 

있으나, 이는 직접적인 활성이나 기전을 확인하지 않고 성분을 분리하는 

것에 그쳤다 (Shimizu et al., 1985; Makheja and Bailey, 1990). 혈소판에서 

adenosine은 A2A 수용체와 상호작용하여 adenylyl cyclase를 활성화시켜 

cAMP를 생성시키며, cAMP는 세포 내 calcium 동원을 저해하여 혈소판 

응집을 억제한다 (Paul et al., 1990). 이러한 adenosine의 항혈소판 작용은 

검은콩 추출물에서도 동일하게 나타났다. 혈소판 응집뿐 아니라 serotonin 

분비, P-selectin 발현 등 혈소판 활성화에 대한 adenosine의 억제 작용도 

검은콩 추출물에 의해 동일하게 나타났다 (Cooper et al., 1995; Minamino et al., 

1998). 또한 PDE의 억제를 통한 cAMP level 상승을 기전으로 하는 

cilostazol과 dipyridamole이 상대적으로 적은 출혈 부작용을 가진다는 것은 

본 연구에서 검은콩 추출물이 출혈 부작용 없이 혈전 생성을 억제한 것을 

설명할 수 있다 (Goto, 2005; Booze and Serebruany, 2006). 

 Adenosine은 혈중에서 주로 적혈구 내로 들어가서 adenosine kinase에 의해 

인산화 되어 adenosine monophosphate가 되거나, adenosine deaminase에 의해 

inosine으로 바뀌어 빠르게 제거된다. 실제 adenosine의 반감기는 0.6-1.5 초 

정도로 매우 짧으며, 이러한 이유로 adenosine은 상심실성 빈맥 

(supraventricular tachycardia)에서만 정맥 주사 형태로 쓰인다 (Camm and 

Garratt, 1991; Lerman and Belardinelli, 1991). 그러나 혈중 adenosine 농도는 

식이, 질병과 같은 내적, 외적 요인들에 의해 변할 수 있다. 예를 들어, 

diprydamole과 cilostazol은 적혈구에 의한 adenosine의 흡수를 저해하여 혈중 

adenosine을 높일 수 있다 (Saito et al., 1999; Sun et al., 2002). 본 연구에서도 흰 
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쥐에게 검은콩 추출물을 투여한 경우와 adenosine을 투여한 경우에 

adenosine의 혈중농도변화를 비교한 결과, 검은콩 추출물을 투여한 경우에 

adenosine의 혈중농도도 상대적으로 높고 제거되는 시간도 늦어지는 것을 

확인할 수 있었다 (Fig. 18). 또한 흰 쥐와 사람을 전혈에서 adenosine 제거 

정도를 비교한 결과 adenosine만을 처리한 경우 5 분 동안 거의 대부분 

제거되었으나, 검은콩 추출물을 함께 처리한 경우 60% 정도만이 

제거되었다 (Fig. 19). 이는 검은콩 추출물 내의 다른 성분이 adenosine이 

적혈구에 흡수되는 과정을 저해하여 adenosine의 혈중 농도를 유지하는데 

기여하는 것으로 생각되며, 추후 연구가 필요한 부분이다. 

 지금까지의 병적인 상태의 혈소판 활성화에 대한 연구는 대부분 혈소판의 

부착보다는 혈소판 응집에 그 초점을 맞추었다. 그러나 GP IIb/IIIa와 같은 

부착 단백의 발현을 매개한 혈소판의 부착은 혈소판의 활성에 있어서 

필수적인 과정이다 (Calderwood, 2004; Abrams, 2005). GP IIb/IIIa는 soluble 

fibrinogen의 binding site가 되며, 세포 내 신호전달 활성화 및 

세포골격단백의 변화에 기여하여 혈소판의 확장 (spreading) 및 모양 변화 

(shape change)에 관여한다 (Calderwood et al., 2002; Jennings, 2009). 검은콩 

추출물은 collagen에 의한 혈소판의 부착 및 GP IIb/IIIa의 발현, fibrinogen 

부착을 억제하였다 (Fig. 20A & 22).  혈소판의 부착과 더불어 검은콩 

추출물은 granule 분비 (P-selectin expression, serotonin secretion), thromboxane A2 

(TxA2) 생성을 억제하였다 (Fig. 7 and 8). P-selectin은 혈관내피세포, 

염증세포와 혈소판의 상호작용에 중요한 역할을 하며 혈전의 생성에 기여할 

수 있다 (Vandendries et al., 2004; Nemmar et al., 2007). Serotonin과 TxA2는 

혈소판에 2차 agonist로 직접 작용하여 혈소판의 반응들을 증폭시킬 수 

있으며, 혈관의 수축 및 혈관 평활근세포의 증식을 유발한다 (Pakala et al., 

1997; Cirillo et al., 1999). 따라서 검은콩 추출물은 병적인 상태에서의 혈소판 

활성화 과정을 전체적으로 억제하여 혈전 및 심혈관계 질환을 예방하는데 
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있어 상승효과를 보일 수 있다. 

 본 연구를 통하여 검은콩 추출물이 출혈 부작용 없이 항혈소판 및 항혈전 

작용을 보일 수 있으며, 이러한 작용은 adenosine의 cAMP 신호경로 

활성화를 매개함을 확인하였다 (Fig. 31). 이러한 결과들은 혈전 질환 및 

심혈관계 질환의 예방에 있어서 검은콩의 이용 가능성과 식품 내 

adenosine이 활성성분으로 역할 할 수 있음을 뒷받침한다. 나아가서 보다 

안전한 심혈관계 질환의 예방에 있어서 식품들의 활용이 대안이 될 수 

있음을 시사한다. 
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Abstract 

 

 Many clinical trials have demonstrated the beneficial effects of soybean (Glycine 

max) on general cardiovascular health. Among a variety of soybeans, black soybean is 

known to display diverse biological activities superior to yellow or green soybeans 

such as in antioxidant, anti-inflammatory and anticancer activities. However, few 

studies have been directed on the effect of black soybean on cardiovascular function. In 

this study, we aimed to investigate the effect of black soybean extract (BB) on platelet 

activation, a key contributor to thrombotic diseases. In the freshly isolated human 

platelets, BB has shown potent inhibitory activity on collagen-induced platelet 

aggregation while yellow soybean extract had only marginal activity. BB also 

attenuated serotonin secretion and P-selectin expression, important factors for the 

platelet-tissue interaction along with thromboxane A2 formation. These in vitro results 

were further confirmed in ex vivo platelet aggregation measurement and in vivo 

venous thrombosis model where oral administration of BB reduced collagen-induced 

platelet aggregation and FeCl3-induced thrombus formation significantly. Of particular 

note, administration of BB didn't increase coagulation disorder and bleeding risks, a 

common and severe side effect of antiplatelet drugs. A potential active ingredient for 

anti-platelet effects of BB was isolated and identified to be adenosine through 

bioassay-directed fractionation and NMR and ESI-MS analysis. These results indicate 

that black soybean can be a novel dietary supplement for the prevention of 

cardiovascular risks and the improvement of blood circulation. We further elucidated 

the molecular mechanism of BB-mediated anti-platelet activity and demonstrated the 

significant role of adenosine in BB-induced health effects.  Adenosine-cAMP 

signaling is found to be responsible for BB-mediated effects, resulting in inhibition of 

collagen-stimulated platelet activation such as intraplatelet calcium increase, adhesion 
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receptor GP IIb/IIIa expression, fibrinogen binding and further platelet 

adhesion/aggregation. Taken together, we provide a complete understanding for 

molecular mechanism of BB-induced anti-platelet activity and a new insight into the 

role of adenosine as a bioactive compound in soybeans.  

 

Key words: Black soybean, platelet, platelet aggregation, adenosine, cAMP, 

thrombosis 
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