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Collagen으로 유도한 사람 혈소판에서 Cyclic Nucleotide의

조절로 인한 Dioscin의 항혈전 효과
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Abstract − The discovery and application of new substances that can regulate and reduce platelet activation are important for

the prevention and treatment of cardiovascular diseases. Previous studies have shown that dioscin inhibits the growth of tumor-

related cells and induces apoptosis. In addition, although there have been a few reports on the antiplatelet effect of dioscin, there

has been no study that elucidated the mechanism of platelet activation using human platelets. Therefore, in this study, we confirmed

whether dioscin has an antithrombotic effect by regulating the activation of human platelets. Dioscin increased cAMP and

cGMP in human platelets, preventing Ca2+ mobilization by inducing IP
3
R phosphorylation, and inhibited the binding between

integrin αIIb/β
3
 and fibrinogen by inducing VASP phosphorylation. Finally, dioscin was shown to significantly inhibit thrombin-

induced fibrin thrombus formation. Therefore, dioscin has been shown to possess antiplatelet effects that can slow or halt throm-

bus formation by regulating the phosphorylation of various signaling molecules and related proteins. 

Keywords − Dioscin, Intracellular Ca2+, Cyclic nucleotides, Fibrinogen binding, Thrombus formation

혈액은 신체의 장기와 조직으로 영양분과 산소를 제공하

고 노폐물을 제거해줌으로써 사람이 생존하는 데 필수적인

역할을 하며, 이 과정이 정상적으로 이루어지기 위하여 원

활하게 혈액 순환이 일어나는 것이 중요하다. 피하기 어려

운 상황으로 혈관이 손상받게 되었을 때, 혈액 손실을 최소

화하면서 정상적인 순환이 일어나게 하기 위한 신체에서의

생리학적 작용으로써 지혈 반응이 촉진되며 혈소판 활성화

과정이 그 시발점이 된다.1) 그러나, 혈소판이 비정상적이거

나 과다하게 활성화되는 경우에 뇌경색, 뇌졸중 및 동맥 경

화증 등으로 알려져 있는 다양한 혈전성의 질환을 유발하게

된다.2) 이런 이유때문에, 혈소판의 활성화를 조절하면서 혈

전 생성을 저해할 수 있는 물질의 발굴 및 개발이 심혈관

질환의 예방 및 치료를 위해 중요하게 여겨지고 있다. 

혈관의 손상이 있을 때, 순환하던 혈소판이 병변으로 모

여들고 혈소판 활성유도물질(ADP, collagen, arachidonic

acid 및 TXA2 등)에 자극을 받아 혈소판의 활성화가 일어

난다. 이때, 혈소판 막의 phospholipase C가 활성화되어 인

지질 성분으로 알려진 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate를

가수분해함으로써 inositol 1,4,5-triphosphate (IP3)과 diacylglycerol

(DG)이 형성된다. 생성이 증가된 IP3는 혈소판 내 dense

tubular system에 존재하는 IP3의 수용체인 Ca2+ 채널을 열

어주고, 이로 인하여 세포질 내 Ca2+ 농도의 강력한 상승이

일어나게 된다.3) 또한, 혈소판이 활성화되는과정에서 혈소판

막에 존재하는 인지질이 분해되면서 arachidonic acid의 상

승을 유발하는데 이것이 TXA synthase 및 cyclooxygenase-1

의 효소반응을 통해 TXA2로 만들어져 혈소판으로부터 분

비되어 나온다.4) 혈소판 외부로 방출된 TXA2는 주변의 혈

소판들이 가진 TXA2 수용체에 결합됨으로써 추가적인 혈

소판 자극 및 활성화를 일으키게 된다.5,6)

정상적으로 혈액 순환이 일어나고 있는 경우라면 혈관 내

피세포로부터 prostanglandin I2과 nitric oxide가 분비되면서
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혈소판 내의 cAMP 또는 cGMP 생성을 촉진하는데, cAMP

생성 증가에 의해 cAMP 의존성 protein kinase A (PKA)가

활성화 되고 cGMP 생성 증가에 의해 cGMP 의존성 protein

kinase G (PKG)가 활성화 된다. 이들 PKA와 PKG는 기질

단백질로서 vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP)

또는 IP3 receptor (IP3R)를 인산화를 일으킴으로써 기능한

다고 알려져 있다.7) IP3R의 인산화는 세포질로의 Ca2+ 동원의

억제를 유발하고, VASP의 인산화는 αIIb/β3가 활성화되는

것을 막아줌으로써 actin filament가 신장되는 것을 억제하는

것으로 알려져 있다.8-11) 따라서, IP3R 인산화가 기인하는

Ca2+ 동원 억제와 VASP의 인산화를 통해 일어나는 αIIb/β3

활성의 억제가 항혈소판 물질을 평가하는데 있어서 중요한

요소가 된다.

Dioscin은 청미래덩굴(Smilax china)의 뿌리에서 얻은 스

테로이드 사포닌의 일종으로, 전립선암 세포, 폐암과 같은

종양 관련 세포 및 골육종 줄기세포에서 주로 MAPK(p38,

ERK 및 JNK) 경로를 통해 종양 성장을 억제하고 세포 사

멸을 유도한다고 알려져 있다.12-14) 또한 항염증, 지질 저하,

항암, 간 보호 효과 및 암세포 자가포식 유도 등의 효능도

보고된 바 있다.15) 그러나, 관련 연구들은 대부분 암세포나

면역계 세포들을 이용한 연구들이며, 몇몇 연구에서 dioscin

이 항혈소판 효능을 가진다는 보고가 있었으나 사람의 혈소

판 세포를 이용하여 dioscin의 항혈소판에 관련한 기전을

살펴본 연구는 아직 보고된 바가 없다.16,17) 따라서, 본 연구

에서는 S. china에서 추출한 dioscin의 항혈소판 효과 및 관

련 기전을 규명하여 dioscin이 심혈관계 질환을 저해하는

물질로서의 가치가 있는지 확인하고자 하였다. 

재료 및 방법

식물 재료 및 시료 준비 − S. china 근경은 한국의 충청북도

충주에서 2023년 10월에 수집하였고, 표본은 국립원예특작

과학원으로부터 진위 여부를 확인하였다(보증표본 SC4,

No. LEE2023-04). 근경 표본은 채취 후 15일 동안 상대 습

도 60-65%, 온도 20-25℃의 통풍이 가능한 그늘(중앙대학

교 식물생명공학과)에서 공기 건조하여 100 g을 확보하였

고, 환류 추출기를 사용하여 5시간 동안 에탄올 추출하였다.

생성된 추출물을 여과하고 회전 증발기를 사용하여 농축하

여 농축된 에탄올 추출물 5.5 g을 얻었다.

HPLC/ELSD 분석 − HPLC/ELSD 분석은 이전 연구에

설명된 방법에 따라 YMC Pack-Pro C18 컬럼(4.6 × 250

mm, 5 μm)(YMC Co., Kyoto, Japan)이 장착된 역상 HPLC

시스템(Waters Alliance e2695 Separations Module; Waters

Co., Milford, MA, USA)을 사용하여 수행하였다.18) Dioscin은

한국 안성의 Natural Product Institute of Science and Technology

(www.nist.re.kr)에서 구입하여 사용하였다.

혈소판 현탁액의 준비과정

혈소판의 현탁액 준비 −사람의 전혈로부터 혈소판 성분

만을 분리하여 제조한 농축혈소판 제제를 대한적십자 혈액

원의 승인을 거쳐 수원에 위치한 경기혈액원을 통해 확보하

였다. 앞선 연구의 방법을 참고하여 농축혈소판 제제를 원

심 분리기를 통해 1,650×g에서 8분간 원심하여 혈소판을

모은 후, 138 mM NaCl, 12 mM NaHCO3, 0.36 mM NaH2PO4,

5.5 mM glucose 2.7 mM KCl, 그리고 0.49 mM MgCl2의

조성으로 구성한 현탁 완충액(pH 7.4)에 부유시키는 것을

두 번 반복하여 혈소판을 세척하였고, 최종 농도가 108

cells/mL이 되도록 혈소판 현탁액을 희석하였다.19) 저온의

환경에서 혈소판이 응집되는 것을 막기 위해서 모든 과정이

실온에서 이루어지도록 하였다. 미리 남서울대학교 기관생

명윤리 위원회의 승인(1041479-HR-202110-002)을받은 후

연구를 진행하였다.

Cyclic nucleotides (cAMP 및 cGMP)의 정량 실험 −미리

준비된 혈소판 현탁액(108 cells/mL)에 0.05% dimethyl

sulfoxide에 다양한 농도로 녹인 dioscin를 첨가하여 3분 동

안 37℃에 전처리하였고, 이 후 2 mM CaCl2 및 응집 유도

제를 첨가함으로써 응집을 유도하였다. 5분이 지난 후, 반

응을 멈추기 위해 같은 양의 100% EtOH를 첨가했고, cAMP

또는 cGMP assay kits (Cayman chemical, Ann Arbor, Michigan,

USA)를 통해 cAMP 또는 cGMP 농도를 정량측정하였다.

세포질 내 Ca2+ 동원량 측정 실험 −농축 혈소판 제제에

Fura 2-AM (5 μM)를 넣어 37℃에서 60분 동안 천천히 섞

어주면서 배양하였고, 이 후 위에서 언급한 방법대로 108

cells/mL 농도의 혈소판 현탁액을 준비하였다. 준비된 혈소

판 현탁액에 2 mM CaCl2 및 응집 유도제를 첨가함으로써

응집을 유도하였다. 이 때 Fluorescence Spectrophotometer

(F7000, Hitachi hightech, Seongnam, Korea)를 사용하여 Fura

2로부터 방출되는 형광을 측정하였다. 여기 파장은 0.5초

간격으로 340 nm에서 380 nm까지 증가하게 하였고, 방출

파장은 510 nm로 고정하여 진행하였다. 측정한 형광 값을

앞선 논문의 산출 방법에 따라 계산하여 Ca2+의 동원량으로

나타내었다.20)

Western blotting를 통한 단백질 확인 실험 −미리 준비된

혈소판 현탁액(108 cells/mL)에 0.05% dimethyl sulfoxide에

다양한 농도로 녹인 dioscin를 첨가하여 3분 동안 37℃에

전처리하였고, 이 후 2 mM CaCl2 및 응집 유도제를 첨가함

으로써 응집을 유도하였다. 반응을 종결하기 위하여 1x

lysis buffer를 첨가하였고, 시료 내 존재하는 단백질을 BCA

protein assay kit로 정량한 후, 일정한 양(20 μg)을 SDS-

PAGE에서 전기영동했다. 분리된 단백질을 PVDF로 옮긴

후, 1차 및 2차 항체에 담구어 항원항체 결합을 유발하였다.

이 후 화학발광 기질을 첨가하여 단백질의 존재 정도에 따

라 시각적으로 나타나게 하였으며, 그 결과는 Luminescent
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Image Analyzer (LAS-4000, Fujifilm, Tokyo, Japan)를 통해

정량화 하였다. 

혈소판 막 αIIb/β
3
에 대한 fibrinogen 결합능 측정 실험 −

미리 준비된 혈소판 현탁액(108 cells/mL)에 0.05% dimethyl

sulfoxide에 다양한 농도로 녹인 dioscin를 첨가하여 3분 동

안 37℃에 전처리하였고, 이 후 alexa Fluor 488-fibrinogen

(20 μg/mL)를 넣어주고, 2 mM CaCl2 및 응집 유도제를 첨

가함으로써 응집을 유도하였다. 5분 동안 반응하고 나서

0.5% 파라포름알데하이드가 첨가된 phosphate buffer (pH

7.4)를 같은 양으로 첨가시켜주어 반응을 정지하였고, 모든

과정에서 빛이 차단되도록 알루미늄 호일을 감아주었다.

BD Bioscience 사(San Jose, CA, USA)의 FACS장비(유세

포 분석기)를 사용하여 fibrinogen이 결합된정도를 측정하

였고, 결과 값은 Cell-Quest 소프트웨어(BD Bioscience)를

통해 계산하여 산출하였다.

혈소판 매개의 fibrin clot 측정 실험 −혈소판이 활성화

되지 않도록 하기 위하여 농축 혈소판 제제를 polyethylene

재질의 시험관으로 옮긴 후, 2 mM CaCl2 및 thrombin

(0.05 U/mL)을 첨가하여 37℃에서 20분 동안 정치해 두었

다. 시험관에서 fibrin 기반의 clot이 만들어지는 것을 디지털

카메라로 촬영하였고, 이를 ImageJ (v1.46, National Institutes

of Health, Bethesda, MD, USA)라는 프로그램을 통해 응고

가 일어난 영역만 밀도계산하여 혈전 형성 정도를 확인하였다.

통계 분석 처리 −수행된 모든 실험 결과는 평균±표준편

차로 나타내었고, Student's t-test 또는 ANOVA로 통계분석

하였으며, 분산분석의 결과에서 집단 평균 간에 유의한 차

이가 있는 경우, Scheffe의 방법을 사용하여 추가적으로 유

의성을 분석하였다. 본 연구의 결과로 통계분석하였을 때,

p<0.05로 실험 그룹 간의 차이가 있는 경우, 통계적으로 유

의성이 있는 것으로 나타내었다.

결과 및 고찰

HPLC/ELSD 분석을 통한 S. china 근경의 dioscin 함

량 − Dioscin의 순도는 99%이다(Fig. 1A). HPLC/ELSD 크

로마토그램에서 dioscin의 확인 시간은 40.3분이고, 농도는

추출물 g당 1.67 mg으로 측정되었다(Fig. 1B).

Cyclic nucleotides 생성에 대한 dioscin의 영향 −사람 혈소

판 세포 내에서 cAMP 및 cGMP와 같은 cyclic nucleotides가

세포질 내의 Ca2+ 동원을 억제시킴으로써 혈소판 응집을 저

해한다는 것과, 이 과정에서 cAMP 의존적인 protein kinase

A (PKA) 및 cGMP 의존적인 protein kinase G (PKG)의 활

성화가 관련되어 있다고 보고되어 있다.21) 

본 연구에서는 dioscin가 혈소판 활성화를 억제한다고 알

려진 cAMP 및 cGMP 수준에 어떤 영향을 미치는지 조사

하였고, Fig. 2에 나타낸 연구 결과에 따르면 dioscin은

cAMP 생성을 크게 향상시켜 cAMP을 3.09±0.54 pmoL/108

cells에서 5.76±0.04 pmoL/108 cells까지 증가시켰고, cGMP

생성을 2.83±0.53 pmoL/108 cells에서 4.53±0.20 pmoL/108

cells까지 증가시켰다. 이러한 결과를 통해 dioscin이 cAMP

및 cGMP의 생성을 촉진함으로써 혈소판 활성화를 억제에

기여한다는 것을 확인하였다.

Fig. 1. HPLC/ELSD chromatograms. (A) Purity chromatogram of dioscin. (B) Extract chromatogram of S. china rhizomes.
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세포 내 Ca2+ 동원과 IP
3
R의 인산화에 대한 dioscin의

영향 −사람 혈소판 막에 존재하는 인지질 중 하나인

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2)가 phospholipase

C-γ2 (PLC-γ2)에 의해 가수분해되면 diacylglycerol과 inositol

1,4,5-triphosphate (IP3)의 생성 및 분비의 촉진으로 이어진

다.21) 혈소판 내 dense tubular system에 위치하고 있는 IP3

receptor (IP3R)에 IP3의 결합이 촉진될 때, 세포질로의 calcium

동원 ([Ca2+]i)이 유도되어 calcium/calmodulin 의존성 단백

질로 알려진 myosin light chain 및 pleckstrin와 같은 세포

골격 단백질들이 인산화되면서 혈소판 응집으로 이어진다.22)

Dioscin이 세포 내로의 Ca2+ 동원에 어떤 영향을 미치는 지 한

결과, Fig. 3A는 collagen 자극으로 인해 [Ca2+]i가 46.02±5.81

nM에서 373.30±66.60 nM으로 크게 증가했음을 보여준다.

그러나 dioscin (8-32 μM)을 투여하였을 때, collagen에 의

해 상승된 [Ca2+]i가 유의하게 감소되었다(Fig. 3A). 또한,

dioscin이 [Ca2+]i 조절에 관여하는 수용체로 알려진 IP3R의

인산화에 미치는 영향을 확인한 결과, Fig. 3B에 나타낸 바와

같이, collagen으로 자극된 혈소판에서 dioscin이 IP3R 인산

화를 농도 의존적으로 증가시켰다. 이러한 결과는 dioscin이

IP3R를 인산화시킴으로써 세포 내 Ca2+동원을 억제한다 것을

보여준다.

VASP 인산화에 대한 dioscin의 영향 −발표된 이전 연

구들에서, VASP가 cAMP 및 cGMP-의존성인 PKA 및 PKG의

기질로서 혈소판 분비와 점착에 관여할 뿐 아니라 integrin

Fig. 2. Effects of dioscin on cyclic nucleotides production. (A) Effects of dioscin on cAMP production. (B) Effects of dioscin on

cGMP production. Results were presented as mean ± SD (n=4). Statistical significance was indicated as follows: ap<0.05 com-

pared to non-stimulated platelets, *p<0.05, **p<0.001 compared to collagen-induced platelets.

Fig. 3. Effects of dioscin on intracellular Ca2+ mobilization and IP
3
R phosphorylation (A) Effects of dioscin on intracellular Ca2+

mobilization. (B) Effects of dioscin on IP
3
R phosphorylation. Results were presented as mean ± SD (n=4). Statistical significance was

indicated as follows: ap<0.05 compared to non-stimulated platelets, *p<0.05, **p<0.001 compared to collagen -induced platelets.
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αIIb/β3의 비활성화를 일으켜 혈소판 응집을 억제한다는 보

여준다.23,24) 본 연구를 통해, dioscin이 collagen 유도의 혈

소판에서 cAMP와 cGMP를 강하게 농도의존적으로 증가시

키는 것을 알 수 있었다(Fig. 2). 

또한, dioscin이 collagen 유도의 혈소판에서 VASP 인산

화에 관여하는지 실험하였고, Fig. 4는 dioscin이 VASP

Ser157 및 VASP Ser239 인산화에 유의한 증가를 가지고 왔

음을 보여준다. 특히, 16 μM 이상에서 dioscin이 유의적인 효

과를 보여주었고, 이는 dioscin에 의한 cAMP 및 cGMP의

생성증가에 기인한 것임을 알 수 있다.

Fibrinogen의 αIIb/β
3
에 결합능에 대한 dioscin의 영향 −

VASP가 인산화 되는 경우에 integrin αIIb/β3의 친화도가 약

해져 혈소판 응집이 저해된다는 것으로 잘 알려져 있다.23,24)

혈소판 막 αIIb/β3가 활성화 될 때, 혈소판 내 신호 전달이

이루어짐으로써 세포 골격의 변형을 유도되어 혈소판의 응

집과 혈전 생성이 일어난다고 알려져 있다.25) 휴지상태의

혈소판에서 낮은 친화도였던 αIIb/β3가 혈소판이 활성화 되

어 inside-out 신호전달 경로가 촉진되면서 구조적인 변형을

야기하고 αIIb/β3 친화도의 상승을 일으키는 것으로 알려져

있다.26) αIIb/β3의 친화도가 높아질 때, fibrinogen와 결합이

잘 일어나고 추가적인 혈소판 세포골격의 형태 변화를 통해

응집이 촉진된다. 앞선 연구에서, 몇 몇 flavonoids는 혈소

판 응집을 억제하는 것으로 밝혀졌으며, 그 항혈전 특성에서

혈소판 막의 세포 수용체와의 상호 작용과 관련이 있음을

확인하였다.27-29)

본 연구에서 dioscin에 의한 VASP 인산화의 증가가 αIIb/β3

수용체에 결합하는 fibrinogen의 결합 정도에 어떤 영향을

미쳤는지 확인하였다. Collagen의 자극에 의해 αIIb/β3 수용

체에 대한 fibrinogen의 결합력이 61.73±0.91%로 높아졌다

(Fig. 5A-b, 5B). 그러나, Fig. 5A-f 및 5B가 보여주는 것과

같이 dioscin은 fibrinogen의 결합력을 농도 의존적 억제하

였다. 특히, 32 μM 농도의 dioscin은 fibrinogen 결합을 68.9%

까지 감소시켰고(Fig. 5A-f, 5B), 이러한 결과는 αIIb/β3 수

용체에 대한fibrinogen의 결합력이 dioscin에 의해 억제되었

Fig. 4. Effects of dioscin on VASP phosphorylation. Results were expressed as mean ± SD (n=4). Statistical significance was indi-

cated as follows: ap<0.05 compared to non-stimulated platelets, *p<0.05, **p<0.001 compared to collagen-induced platelets.
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음을 나타내며, 이는 VASP의 인산화로 인한 것임을 예상해

볼 수 있다.

혈소판 매개의 fibrin clot 형성에 대한 dioscin의 영향 −

Integrin αIIb/β3에 의해 매개되는 세포 내 신호 전달이 혈소

판 세포 골격의 재배열을 유도하고 혈소판 응집 및 혈전 형

성에 일으킨다고 알려져 있다.30) 활성화된 혈소판이 축적되

면서 fibrin과 혈소판의 그물망을 형성하게 되어 손상된 혈

관을 복구시키는 과정이 일어나며, αIIb/β3 친화력을 떨어뜨

리는 물질이 혈전 형성을 방지한다고 보고되었다.31)

혈소판 응집유도제에 의해 혈소판이 활성화되면서 응집

이 촉발되어 fibrin 응고를 형성할 때, 이를 억제해 주는 효과

물질을 확인한 연구에서도 응집유도제로서 thrombin을 사

용하였고, thrombin이 응고작용까지 일으키는 강력한 응집

유도제 인 것을 참고하여, 본 연구에서도 thrombin가 유도

한 fibrin 응고 형성에서 dioscin가 억제 효과를 나타내는지

확인하였다.32) Fig. 6A에 제시한 바와 같이, thrombin은

fibrin 응고를 강하게 일으켰는데, 다양한 농도(16, 24 및 32

μM)의 dioscin을 처리했을 때 fibrin 응고가 형성된 정도가

농도의존적으로 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 6B). 이러

한 결과는 dioscin이 혈전 형성을 저해하는 효과적인 물질

임을 시사한다. 

Fig. 5. Effects of dioscin on fibrinogen binding. (A) The flow cytometry histograms on fibrinogen binding. a, Intact platelets (base); b,

collagen; c, collagen + dioscin (8 µM); d, collagen + dioscin (16 µM); e, collagen + dioscin (24 µM); f, collagen + dioscin (32 µM).

(B) Effects of dioscin on U46619-induced fibrinogen binding (%). Results were expressed as mean ± SD (n=4). Statistical signif-

icance was indicated as follows: ap<0.05 compared to non-stimulated platelets, *p<0.05, **p<0.001 compared to collagen-induced

platelets.
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결 론

지혈과정이 일어나는 과정에서 혈소판의 활성화가 일어

나는 것이 정상적인 반응이지만, 과도하거나 비정상적으로

혈소판의 활성화되면 여러 심혈관계 질환을 유발시키기도

한다. 그러므로, 혈소판 활성화를 조절하여 감소시킬 수 있

는 새로운 물질의 발굴과 적용이 심혈관 질환의 예방과 치

료에 중요하다. 이전 연구에서는 dioscin이 종양 관련 세포

의 성장을 억제하고 세포 사멸을 유도한다는 것을 밝혀왔다.

또한, dioscin의 항혈소판 효과에 대한 연구가 소수 보고되

었으나 혈소판 활성화 기전을 사람 혈소판을 사용하여 규명

한 연구는 없기에, 이 연구에서 dioscin이 사람 혈소판의 활

성화를 조절하여 항혈전 효과를 가지는 지 확인하고 그 기

전을 파악하여 항혈전제로 개발할 수 있는 잠재력을 확인하

려 하였다. 모든 연구는 사람의 혈소판 현탁액으로 수행되

었다. Dioscin은 사람 혈소판에서 cAMP와 cGMP를 증가시

켜 IP3R 인산화를 유도함으로써 세포질로의 Ca2+ 이동을

방지하고 VASP 인산화를 유도하여 인테그린 αIIb/β3와

fibrinogen 간의 결합을 억제하였다. 마지막으로 dioscin은

thrombin으로 유도된 fibrin 혈전 형성을 상당히 억제하는

것으로 나타났다. 결론적으로 dioscin은 다양한 신호 분자와

관련 단백질의 인산화를 조절하여 혈전 형성을 늦추거나 중

단시킬 수 있는 항혈소판 효과를 가지고 있다. 따라서, 이

연구는 dioscin이 항혈전제로서 개발될 수 있는 잠재적인

가치가 있음을 제시한다.
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