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요   약   문

Ⅰ. 제  목

국내 자생 팔손이 자원의 보존과 활용을 위한 기능성 소재화 및 조직배양기술 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

 팔손이는 두릅나무과에 속하는 관목으로 동과의 인삼속과 함께 오가피속 등은 다양한 연구

가 활발히 진행되어 있어 약리 기능, 기능성 소재화를 비롯한 육종을 통한 활용을 통해 제품

화가 가능한 수준이나 팔손이는 관상용으로 주로 이용되고 있을 뿐 다른 유용 활성 기능에 

대한 활용 가능성이 매우 높음에도 불구하고 가시오가피나 오가피나무 등에 가려 이의 이용

에 대한 연구가 상대적으로 미진하다. 일부 연구되어 있는 기능들은 칼로록신의 용혈 작용, 

사포닌 성분의 거담 작용, 항염증 작용 등이 알려져 있으며, 뿌리․껍질․줄기․열매의 추출

액은 항 알레르기, 당뇨 조절에도 효과가 있을 것으로 추정되고 있다. 또한 일부 특정 추출액

은 중추신경계통에 자극 작용이 있어 동의보감이나 민간처방에서 주요 약재로 활용되기도 하

다. 따라서 국내 남부지역에 널리 자생하고 있는 두릅나무과의 팔손이나무에 대한 기능성 

생리활성 물질을 체계적으로 분석하고 활성 성분에 대한 작용기작을 규명함으로써 국민보건 

향상에 기여함은 물론 농가소득의 증진과 더불어 국산 식물자원의 개발 및 응용을 통하여 국

가 경쟁력 향상에 크게 기여하고자 한다. 하지만 이들 약리 성분들과 일부 정유 성분들이 뿌

리, 껍질과 줄기의 내․외피, 일부 열매에 있는 것으로 알려져 있어 팔손이나무를 약용으로 

사용하기 위해 뿌리나 줄기만을 주로 이용하기 때문에 이들의 대단위 수요 발생시 산지의 팔

손이나무에 대한 멸종이 우려된다. 반면 목본의 시험관내 배양, 재분화 및 뿌리배양 등의 기

술적 확립이 아직 쉽지 않은 실정이며, 특히 팔손이나무 등 두릅나무과 식물에 관한 조직배

양 연구는 전무하여, 팔손이나무의 형질전환 시스템 확립은 자원식물의 보존과 개발이라는 

새로운 친환경적 측면의 기초연구자료 확보라는 점에서 그 필요성이 절실하게 요구된다. 따

라서 이런 문제들의 근본적인 해결을 위해 이 수종의 부위별 유용 활성의 탐색과 함께 대상 
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유용 물질을 함유하고 있는 캘러스와 같은 체외 배양 기술을 병행하는 새로운 task force 형

태의 연구를 통해 향후 임산 자원의 연구에 대한 새로운 paradigm을 제시하는 연구를 수행

하고자 한다.  

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 본 연구는 국내 자생 팔손이의 부위별 유용 활성 성분의 탐색 및 물질 동정과 함께 이들의 

캘러스 등 배양체의 분화와 대량 배양 확립을 통해 궁극적으로 이로부터 나오는 유용 생리 

활성 물질들의 기능성 소재화를 통한 새로운 소재의 산업화를 이루는 것이 주목표이다. 이를 

위해 3년 동안 다음의 연차별 연구내용으로 추진하 다.

 1차 년도에는 팔손이나무의 부위별(근피, 수피, 잎, 꽃, 열매 등) 생리활성 탐색을 위해 팔손

이의 부위별 채취 및 용매추출 방법을 결정하 고, 활성 물질의 분리․정제 공정을 확립하

다. 또한 국내 팔손이 활성 성분들의 Data-base 구축을 위한 기초를 확립하 고, 팔손이나무

의 형질전환과 전초배양 등의 무균 배양 확립을 위해 형질전환의 효율이 높은 물질 고생산 

Line의 선발과 재분화 및 효율을 증진시키는 배양조건을 조사․확립하 다. 이를 바탕으로 

팔손이 활성 성분의 소재화 적성을 검토하고, 상기 연구를 통해 연구된 팔손이 활성 물질의 

유용성(생리활성 검증), 배양 수율 및 소재화 가능성을 바탕으로 2년차, 3년차의 집중적 연구 

개발을 위한 팔손이 부위 및 활성 물질을 결정하 다.

 2차 연도에는 1차 년도에 진행한 연구결과를 바탕으로 활성이 있다고 판단되는 대상 활성 

성분의 추출 및 수율증진 기술 확립을 위해 연구를 진행하 고, 대량 배양을 위한 기초 배양 

실험, 배양 공정의 scale-up 및 최적화 기반을 마련하 다. 또한 1차년도에서 결정된 활성 물

질의 in vitro 및 iv vivo 실험을 수행하 으며, 배양 방법별 조직 배양체들의 유용 활성 탐색 

및 독성 실험을 수행하여, 기존 활성들과의 비교를 통한 보다 체계적인 in vitro 및 iv vivo 

실험을 실행함으로써 팔손이 유용 성분의 소재화 가능성을 검증하 다. 또 배양 단계에서 배

양조건의 미세조절물질 및 생산에 적합한 기본조건을 측정하고 생물반응기의 최적배양 환경 

모델도 선정하 다. 또한 팔손이나무의 농가 계약 재배를 위한 유기적 협조 구축을 시도하

고, 팔손이 활성 성분들의 추출, 고농도 농축 및 가공이 용이한 공정 적성 실험을 수행하
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다. 따라서 상기 연구에 의한 팔손이 배양체 및 활성 물질의 유용성(생리활성 검증), 고배양 

수율 및 제품화 가능성을 바탕으로 3년차의 집중적 연구 개발을 위한 캘러스, 모상근 등 팔

손이 조직 배양체의 유용 물질 분리 및 정제와 함께 생리 활성 기능을 나타내는 유용 물질의 

소재화 여부를 판단하 고, 기술 관련 특허 및 학회 발표도 수행하 다.

 마지막으로 3차 년도에는 1, 2차 연도에 진행한 연구결과를 바탕으로 생리활성 물질의 대량

생산 시스템을 개발, 최적화하 고, 분리된 순수 물질들의 생리 활성 기작 연구와 활성 유지

가 가능한 추출 공정을 확립하여 대상 유용 활성 물질 중 소재화가 가능한 물질을 선별, 배

양함으로써 대량 생산 공정을 통해 배양된 팔손이나무의 부위별 조직 배양체를 이용한 기능

성 소재화 기술을 확립하 다. 이를 바탕으로 결정된 공정에 따라 시제품 생산 및 특허를 출

원하고, 생물반응기에서 증식된 세포 및 기간의 유효생물함량 증가 조건을 규명함으로서 대

량 배양 공정 변수의 최적화 및 scale-up을 완료하 다. 또한 유용 활성이 높은 팔손이나무 

대량 식재 지역을 선정하여 임업 농가 계약 재배 및 방법 지도를 통해 농가소득 증대에도 기

여하고자 하 고, 개발 공정 및 시제품들의 marketing 분석 및 기타 경제성을 검토하여, 농가

의 관목 재배 기술지도 및 계약 재배를 위한 방안을 구축하고자 하 다. 최종 연구결과를 바

탕으로 학회발표를 수행하고, 실험 결과를 바탕으로 팔손이 유용 물질의 상용화를 위한 시설 

및 운 비 계산 등과 같은 경제성 분석을 통해 최종 산업화를 위한 모델을 확정하 다.

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

 본 배양공정을 이용해 기능성 식품이나 생물의약품 소재 및 제품의 상용화, 범용화를 위해 

소요되는 초기 설비 비용의 일부를 정부에서 보조하는 방안이 필요할 것으로 예상되며, 생산 

공정의 scale-up을 위한 제조 업체의 기술 확립 및 이전에 관한 인프라 구축에 소요되는 예

산 및 인력 지원도 필요할 것으로 예상된다.
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SUMMARY

 Development of functional materials and tissue culture technology for the application of 

Fatsia japonica produced in Korea

1. Purpose and Necessity of this Research 

 Fatsia japonica belong to Ginseng family, panax species and Acanthopanax species of 

this family were studied much and variously so application and manufacture through 

medical actions, functional materialization and breeding are possible level, but Fatsia 

japonica is only using admiration in spite of it has other very useful active function 

because its studies were unexhausted compare with studies of Acanthopanax species.

 Some functions studied of Fatsia japonica were known about anti-inflammatory, 

hemolytic activity of Kalotoxin and discahrge of phlegm action by saponin ingredient etc. 

and, extracts of Fatsia japonica roots, shell, trunk are assumed that there are effects to 

anti-allergy, control of blood-sugar.  

 Also, several specific extracts have stimulation activity in central nervous system on 

this account Fatsia japonica utilized for cadinal medicines in fork remedies.

 Therefore, we should contribute promotion a people health, income of farmhouse and 

competitive power of country with scientifically analyze functional physiologic active 

ingredients from Fatsia japonica of Ginseng family in domestic southern area, examine 

function mechanism about active ingredients of Fatsia japonica and development of 

domestic plant resources through the former.

 However, it known that these medicinal ingredients and some essential oils exist in root, 

shell, inside and outside skin of stem and some fruits, on this account thoughtlessly use 

only root and stem for medical use of Fatsia japonica, so worried about extermination of 

Fatsia japonica in such a happen large scale demand case.
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 The other side, technological establishment of in vitro culture, re-generation and root 

culture in trees is not easy situation, especially there are no studies about tissue culture 

of Fatsia japonica etc. in Ginseng family.

 Establishment of genetic transformation system is required sincerely in point that obtain 

of elementary research data in preservation and development of resources plants. It is 

new paradigm research of green environmental side.

 Therefore, we should accomplish research available suggestion new paradigm about 

hereafter study of forest resources through task force type research. It goes abreast both 

search of useful activity in each plant parts and in vitro culture technology like callus 

culture.

2. Research scope and experimental methods

 Main purpose of this research is accomplishment industrialization of new type material 

through functional materialization of useful physiological active ingredients.  

 It make progress by search of useful physiological active ingredients and material 

identification in Domestic self-generation Fatsia japonica, and establishment of large scale 

culture system. therefore we progressed to next order by year research contents for 3 

years. 

 The first year, decided picking by Fatsia japonica parts and solvent extraction method 

for search of physiological activities by Fatsia japonica parts (root skin, stem skin, leaf, 

flower, fruit, etc.) and Established separation and refine process of active ingredients. 

Also, we established basis for data-base construction of active ingredients in Fatsia 

japonica.

 We selected high yield lines that were showed high efficiency in transformation and 

searched and established culture conditions that increase re-generation and yield.

 With this, examined materialization aptitude of active ingredient in Fatsia japonica, and 

we decided plant parts and active ingredients for further research development in 2nd, 3rd 

year, with value, culture yield and materialization possibility of active ingredient in Fatsia 
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japonica that is ensured through former.

 Second year, research progressed for establishment of extraction and yield increase in 

target active ingredients that is judged there are activities through results in last year. 

 We ensured basis of culture experiment, scale-up program in culture process and 

optimization of all for large scale culture.

 Also, progressed in vitro and in vivo experiment that is decided in first year, and search 

of useful activities and experiment of toxicity in tissue embryoids by culture methods.

 We verified materialization possibility of active ingredient with more scientific in vitro 

and in vivo experiments through compare with existing activities.

 Also, measured suitable basic condition in produce micro-matter for control in culturing 

steps and chose most suitable environment reactor model.

 Also, we tried organize organic cooperation for farmhouse contract growing of Fatsia 

japonica and progressed extraction active ingredients, high density concentration and 

process aptitude experiment. 

 Therefore, we judged acceptance or rejection, that materialization, separation and refine 

of physiologic active ingredients from tissue Fatsia japonica embryoid like callus, 

adventitious root, hairy roo, etc. with value, yield and possibility that is researched in 

former study.

 Finally, the third year, we develops and optimized mass production system of 

physiological active ingredients with results in 1st and 2nd year research. We established 

extraction process that it is possible keeping activity and studying physiological activity 

mechanism, and established materialization using embryoid by Fatsia japonica parts that 

produced with large scale process through chose and cultured mass possible 

materialization. 

 We complete scale-up and optimization of process fluent in large scale culture with 

examinate effective biomass contents increase condition, by cells and proliferation cells. 

and with those produced prototype and applied patents. Also, select large habitation area 

possibility growth high useful activity Fatsia japonica and contribute farmhouse income 

increase through forestry farmhouse contract growth and guidance growing method. We 

should making ways for contract growth and guidance growing method to farmhouse 
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with examine various economical efficiency and marketing analysis of developed process 

and prototype.

 We decided model for last industrialization through economic analysis such as calculate 

cost of equipment and operating expenses for common use of useful mass with final 

experimental results, and publish paper with final experimental results, too.

3. Results and proposal for the further utilization of the project

 This cultivation process ability using for food or bio-medicines material and common 

use of product at this time to help part of early equipment expense that is cost for 

commercialization and popularization in government is expected to need. and support 

human power and budget are expected to need for organizing infra about technology 

establish of company and technology transfer for scale-up in manufacturing process.
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제 1 장 연구 개발 과제의 개요

 팔손이(Fatsia japonica Decaisne et Planchon)는 두릅나무과 (Araliaceae)에 속하는 관목으로 이 과에

는 오가피나무, 가시오가피 나무, 두릅나무, 팔손이나무, 담장나무, 땅 두릅나무, 엄나무 등이 있다. 

 이과의 인삼속과 함께 오가피속 등은 다양한 연구가 많이 되어 있어 약리 기능, 기능성 소

재화 및 육종에 대한 활용 및 제품화가 가능한 수준이다. 하지만 이들 중 팔손이는 관상용으

로 주로 이용되고 있을 뿐 다른 유용 활성 기능에 대한 활용도가 매우 높음에도 불구하고 가

시오가피나 오가피나무 등에 가려 이용에 대한 연구가 상대적으로 적어 이 수종의 연구가 필

요한 상황이다.

 또한 목본의 시험관내 배양, 재분화 및 뿌리배양 등의 기술적 확립이 아직 쉽지 않은 실정이

며, 특히 팔손이나무 등 두릅나무과 식물에 관한 조직배양 연구는 전무하여, 팔손이나무의 형

질전환 시스템의 확립은 자원식물의 보존과 개발이라는 측면의 기초연구자료 확보라는 점에

서 필요성이 요구된다.

 연구를 통해 세포배양, 정아배양 및 뿌리배양 등으로 유효 생리활성성분 생합성 장소의 규

명이 가능하며, 기존의 팔손이나무 특이적 생리 화합물의 효율적 생산기술의 확보와 배양계

를 통한 특이적 신규성 생리활성 화합물의 발굴을 이루고자 한다. 

 또한 이들 수종(두릅나무과)의 특징은 주로 줄기에 가시가 있으며 약리 성분이 존재하는 부위가 

주로 근피나 수피(예 ; 해동피, 초동피 등)에 있다고 알려져 있어, 이들 수종을 약용으로 사용하기 

위해 산에 자생하는 나무의 줄기와 뿌리를 무분별하게 채취해 거의 멸종해 가고 있는 상태이다.

 한방에서 팔손이는 거담제로 쓰이며, 민간에서는 잎을 욕탕에 넣어 류머티즘 치료 및 외용

제로 널리 사용하고 있어, 생리활성물질 및 작용기작을 밝히는 것은 매우 중요하다고 볼 수 

있다. 따라서 팔손이 연구는 한의학 처방의 과학화에 중요한 근거 자료 및 식․의약품으로의 

활용가치를 극대화 시킬 수 있을 것이다. 
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 과거와 같이 단순한 약리 기능 및 기능성에 대한 연구만 진행된다면 이 수종의 멸종 위기를 

부르는 실수를 재판할 우려가 높다. 따라서 이 수종의 이용 연구 진행에 관한 기본 방향 및 

인식의 일대 전환이 요구된다.

 

 따라서 이런 문제들의 근본적 해결을 위해 이 수종의 부위별 유용 활성 탐색과 함께 대상 

유용 물질을 함유하고 있는 캘러스와 같은 체외 배양 기술을 병행하는 새로운 task force 형

태의 연구를 수행하고자 한다. 

 국내 자생하는 자원식물의 발굴 및 효율적인 관리와 이의 적절한 이용기술개발은 산림의 

70% 이상을 이루는 국토의 효율적인 이용의 일환이 될 수 있으며, 자생 팔손이나무 자원의 

효율적인 보존기술이 확립되고 이들 자원을 활용함으로써 재배농가 및 생산자의 수익증대에 

기여할 수 있음은 물론, 최근 전세계적 추세인 천연자원식물의 발굴과 보존에 따른 치열한 국가간 

경쟁에서 자국내 자생 자원식물의 보다 효과적인 발굴 및 부가가치 창출의 일환으로도 의미가 있을 것

이다. 

 이에 본 연구는 국내의 남부지역에 널리 자생하고 있는 두릅나무과의 팔손이에 대한 기능성 

생리활성 물질을 체계적으로 분석하고 활성성분에 대한 작용기작을 규명함으로써 국민보건 

향상에 기여함은 물론 농가소득의 증진과 더불어 국산 식물자원의 개발 및 응용을 통하여 국

가 경쟁력 향상에 크게 기여할 수 있는 기술의 개발을 이루고자 한다.

 기능성 소재로서의 활용가치가 큰 팔손이나무 활용 기술의 개발은 다양한 부위에 대한 새로

운 소재원의 발굴과 같은 이용 방안의 증진과 함께 국내 산림 자원의 보호라는 중요한 가치

를 지니고 있다.

 따라서 본 과제는 3년 동안의 중기적 연구를 수행함으로써 국내 자생 팔손이나무의 활성 물

질 수율 증진, 대량 생산 공정의 확립과 제품화를 위한 유용 활성 유지가 가능한 대량 배양 

기술의 확립 및 유용 성분들의 분리․정제와 새로운 생리 활성 및 기능들에 대한 보다 종합

적이고 체계적인 연구를 진행하여 새로운 기능성 식품 및 생물 의약품 소재화 기술을 개발하

고, 또한 국내 자생 수목자원의 보존을 위한 paradigm을 불러일으킬 수 있는 새로운 형태의 

연구 개발을 이룩하고자 한다.
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 1차 연도에는 팔손이의 부위별 채취 및 용매 추출 방법을 결정하고 활성 물질의 분리․정제 

공정을 통해 국내 팔손이 활성 성분들의 Data-base 구축을 위한 기초를 확립한다. 또 무균 

배양조건을 조사․확립하고. 팔손이 활성 성분의 소재화 적성 검토를 실시하 다.

 2차 연도에는 1차년도의 팔손이 활성 성분의 소재화 적성 검토를 통해 이의 활성 물질을 결

정하 고 이를 바탕으로 차기 연도에는 활성이 있다고 판단되는 대상 활성 성분의 추출 및 

수율증진 기술을 확립하고, 대량 배양을 위한 기초 배양 실험을 통해 배양 공정의 scale-up 

및 최적화 기반을 마련한다. 또한 활성 물질의 in vitro 및 iv vivo 실험을 수행하고, 팔손이

의 농가 계약 재배를 위한 유기적 협조 구축 및 제품화 기초를 확립하 다.

 3차 연도에는 팔손이로부터 생산된 활성 물질을 활용한 기능성 식․의약품 소재화 공정 또

는 식품 생산을 위한 제품화 공정을 확립하고, 유용 성분의 유지가 가능한 대량 배양기술을 

최종적으로 최적화하여 결정 공정에 따른 시제품 및 개발 공정들의 경제적 타당성을 연구 검

토해 팔손이 산업화의 초석을 마련하고, 팔손이를 이용한 기능성 식품 및 생물 의약품의 제

품화와 판매 기반을 확보하 다.
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국내․외 기술개발 현황
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제 2 장 국내․외 기술개발 현황

 지금까지 국내․외적으로 가시오가피나 오가피나무에 대한 연구에 비해 국산 자생 팔손이의 

재배, 산지 분포, 육종, 보존 및 유용 물질의 활용 등 전반적으로 팔손이나무 자체에 대한 연구는 

극히 미진한 실정이다.

 더욱이 국내 자생하거나 재배 가능한 수목 자원들에 대한 자료나 Data-base화는 지극히 원시적

인 수준이다. 수목자원을 이용한 활용 연구는 향나무나, 노간주나무, 가시오가피나무 등과 같이 극

히 제한적인 수종을 대상으로 이들 성분 분석 등에 관한 초보적인 연구가 이루어졌을 뿐 극히 미

미한 것이 사실이다. 특히 우리나라와 같이 산지가 70% 이상을 차지하고 이에 따른 다양한 산림 

자원 특히 수목자원이 풍부함에도 불구하고 이런 산림 자원의 활용성 증진에 관한 연구가 극히 

미진한 것은 그 가능성을 생각할 때 매우 안타까운 현실이다.

 또한 최근의 기능성 식품 및 소재에 관한 연구가 다양하게 진행되고 있으나 대부분이 임산자원

의 용매 추출물들의 활성을 검증하는 것으로 새로운 소재 개발의 한계에 직면하고 있다.

 국내의 경우 팔손이나무의 활용 및 보존을 위한 대체성 연구는 전무한 실정이며, 외국의 경

우 팔손이나무에 존재하는 몇가지 물질에 대한 보고는 있으나 이들의 활용 및 유용 생리 활

성에 대한 연구는 극히 미진한 상황이다.  

 초본류에 대한 캘러스 확립 및 배양에 관한 연구는 전세계적으로도 많이 진행되어있으나 수

목류에 대한 캘러스 확립 및 이들의 배양을 통한 활용에 관한 연구 역시 미약한 실정이다.

 더욱이 팔손이의 보존을 위한 육종 연구는 전무한 실정으로 이 같은 상황에서 팔손이나무의 

유용성만을 강조하는 연구 결과를 도출 할 경우 자생하는 산림 자원의 고갈은 너무나 자명한 

상황 이다. 하지만 국내에서는 이 같은 유용 자원의 보존 및 활용을 동시에 추구할 수 있는 

연구 형태는 거의 찾아볼 수 없다.

 이 같이 자생 팔손이의 배양 및 육종에 대한 연구가 미진해 이들 원료의 대량 공급을 위해
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서는 재배 기술 연구 및 재배 농가의 육성, 기내 배양 연구가 요구된다.  

 또한 수목자원을 통한 유용 물질의 기능성 소재화(식품, 의약품, 화장품 등)를 위한 공정 

연구역시 매우 취약하여, 이와 함께 이 수목자원을 이용해 부가 가치를 증진시킬 수 있는 

생리 활성 물질 탐색 및 가공 기술 역시 절실히 요구된다.

 더욱이 well-being이라는 시대적 흐름과 맞물려 건강식품에 대한 관심과 소비가 급속히 

증가하고 있는 시점에서 소비자의 요구에 부응할 수 있는 새로운 제품 및 판매 전략의 

개발이 필요하다. 이에 수목자원을 활용한 제품들은 다른 농산물 제품들과 달리 단순한 

가공 공정을 거치면서도 부가가치가 높은 소재이며, 소비 대상도 안정적 심리를 구축한 

중․상류 계층으로 지속적 소비가 가능하리라 판단되었다. 

 현재 국내 건강식품 시장은 약 3조원, 세계적으로는 약 3,000억불 규모로 고령화 사회 

진입에 따른 삶의 질 향상 욕구가 증가함에 따라 건강기능성 식품에 대한 소비자 수요는 

점차 급증할 것으로 예상되며, 이러한 기능성 식품 시장에서 경쟁력을 갖기 위해서는 새

로운 기능성 소재의 발굴 및 가공, 제품화 기술의 개발을 통한 차별화 전략이 요구된다. 

 따라서 본 연구와 같이 팔손이의 보존을 근간으로 하면서 유용 성분의 활용 연구를 병

행하는 형태만이 궁극적으로 국내 자생 임산 자원들의 보존 및 이들의 활용을 통한 부가

가치 창출을 동시에 이룰 수 있는 win-win 전략 연구이며, 향후 임산 자원의 연구에 대

한 새로운 paradigm을 제시하는 중요한 선례로 평가될 것이다.

 환경 지향적인 농업의 대표적 표준 산업으로 농업 분야의 새로운 이미지 부각에 매우 중요

한 역할을 담당할 수 있을 뿐 아니라 지금까지 다양한 매스컴을 통해 한약 및 건강식품에 대

한 부정적 혹은 긍정적 사례들이 나타나고 있어 일반 소비자들이 자연 및 건강식품에 대한 

중요성, 필요성 및 이해도는 높아졌으나, 너무나 많은 부분에서 접함으로써 이들에 대한 혼동

과 냉소적 경향이 강해지고 있는 현재의 현상을 쇄신시키는 데 큰 몫을 할 것으로 예상되며, 

이로서 본 대상 수목자원의 재배 농가 및 가공 업체들의 수익 및 위상이 급속도로 향상되는 

결과를 얻을 수 있을 것으로 예측된다.
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 이 기술이 상용화되면 국내의 임산자원을 이용한 기술 및 산업에 일대 변혁이 예상되며, 임

산 자원의 고갈을 막음과 동시에 수목자원이 새로운 소득 작목으로 부상해 지금까지의 단순 

가공을 넘어 진정한 의미의 기능성 식품 또는 식․의약품 소재 개발의 시초가 될 것이다. 본 

연구의 성공은 기존의 임산물을 이용한 기능성 식품 개발로부터 얻을 수 있는 경제적 파급효

과의 수십 배에 달하는 결과를 얻을 수 있을 것이다. 특히 이 같은 제품 및 기술 개발은 다

른 식․의약품 공정 개발들에 비해 그 성공 가능성이 매우 높으며, 본 연구 결과로 생산되는 

시제품은 지금 소비자들이 요구하는 새로운 형태의 기능성 제품 수요에 절대적으로 부응하는 

것으로 성공 기대치가 매우 높다.
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연구개발수행 내용및 결과
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절  추출 용매에 따른 팔손이나무의 추출 공정

1. 실험내용

가. 추출 용매에 따른 팔손이나무의 추출 공정

1) 각 부위의 용매별 추출 방법

 팔손이나무의 수피, 잎, 열매, 꽃을 부위 별로 세척한 후에 25∼30℃로 음건한 후에 100∼

150 mesh로 분쇄한 후 수직 환류 냉각기가 부착된 추출 flask에 시료 중량에 대한 10배의 증

류수와 ethyl alcohol, 증류수와 ethyl alcohol을 1 : 1의 비율로 혼합한 추출용매를 사용하여 

ethyl alcohol 65℃, 증류수 95℃, 증류수와 ethyl alcohol 70℃에서 12시간 동안 2회 반복 추

출 후 감압여과장치로 여과하고, 감압농축 후 동결건조 한 뒤에 각각의 수율을 계산하 다.

2) 팔손이 근피의 에탄올 용매를 이용한 다단계 추출 방법

 팔손이 근피를 세척한 뒤 25∼30℃ 정도에서 음건한 후 100∼150 mesh정도로 분쇄하 다. 

시료인 팔손이 근피의 중량에 10배수의 에탄올 추출 용매로 추출 flask를 이용하여 실온(20∼

25℃)에서 12시간 침지를 한 후에 수직 환류 냉각기가 부착된 추출 flask를 이용하여 에탄올

의 비등점보다 낮은 온도인 35∼45℃에서 12시간 동안 추출을 통해 1차 추출을 한 후 20∼2

5℃의 수온에 추출 flask를 담가 냉각시킨다. 추출 flask내 시료와 용매의 온도가 실온(25∼2

5℃)이 되면 다시 12시간 동안 침지를 실시하고 1차 추출온도보다 높은 55∼65℃에서 12시간 

동안 2차 추출을 하 다. 얻어진 추출물은 감압 여과장치로 여과하여 40∼50℃에서 감압 농

축 하 다. 이의 방법으로 얻어진 농축 물들은 동결 건조하여 추출물로 하 다.
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3) 팔손이 근피의 열수를 이용한 다단계 추출 방법

  팔손이 근피를 세척한 뒤 25∼30℃ 정도에서 음건한 후 100∼150 mesh정도로 분쇄하 다. 

시료인 팔손이 근피의 중량에 10배수의 물을 추출 용매로 추출 flask를 이용하여 실온(20∼2

5℃)에서 12시간 침지를 한 후에 수직 환류 냉각기가 부착된 추출 flask를 이용하여 물의 비

등점보다 낮은 온도인 65∼75℃에서 12시간 동안 추출을 통해 1차 추출을 한 후 20∼25℃의 

수온에 추출 flask를 담가 냉각시킨다. 추출 flask내 시료와 용매의 온도가 실온(25∼25℃)이 

되면 다시 12시간 동안 침지를 실시하고 1차 추출온도보다 높은 85∼95℃에서 12시간 동안 2

차 추출을 하 다. 얻어진 추출물은 감압 여과장치로 여과하여 60∼70℃에서 감압 농축 하

다. 이의 방법으로 얻어진 농축 물들은 동결 건조하여 추출물로 하 다.

2. 결과 및 고찰

1) 각 부위의 용매별 추출물의 수율

 팔손이나무의 추출 수율은 부위와 추출 용매에 따라 차이를 보 다. 에탄올과 증류수의 1:1

혼합 용매를 사용한 잎의 추출물이 15.5% 로 가장 높은 추출 수율을 보 고 각 부위별로는 

잎, 수피, 근피, 목부 순의 추출 수율을 나타내었으며 잎은 모든 용매에서 다른 부위보다 높

은 수율을 나타내었다. 특히 에탄올 추출물이 증류수와 에탄올을 1:1로 혼합한 용매와 증류수

의 추출 수율보다 최대 3배수 정도 낮게 나타났다. 따라서 추출 용매의 선택에 있어서 증류

수의 활용 가치가 높음을 알 수 있었다.
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Table 1.  Camparison of extraction yields of Fatsia japonica by several extract 

solvent- distilled water and ethanol and distilled water :  ethanol (1:1, 

v/v)

Sample Solvent 수율(%)

distilled water 12.68

Roots water : ethanol (1:1,v/v) 13.3

ethanol 4.62

distilled water 13.86

Stems water : ethanol (1:1,v/v) 10.64

ethanol 5.76

distilled water 12.88

Leaves water : ethanol (1:1,v/v) 15.50

ethanol 8.43

distilled water 5.77

Barks water : ethanol (1:1,v/v) 5.97

ethanol 3.43

  

  

2) 팔손이 근피의 열수 및 에탄올 용매를 이용한 다단계 추출물의 수율

 팔손이 근피의 용매별 추출 수율은 Table 2.에 나타내었다. 에탄올 추출물과 물 추출물중 

물의 추출 수율이 약 2.7배 정도 높게 나타났다. 이는 Table 1.에서 근피의 에탄올 추출물과 

물 추출물이 각각 4.62 와 12.68% 보다 높은 수율이며 온도와 침지를 통한 다단계 추출은 팔

손이 근피의 추출 수율을 향상시킬 수 있는 것으로 확인되었다. 이는 추후 팔손이 추출물의 

산업화에 있어서 효율적인 추출공정으로 사료된다.

Table 2. Comparison of extraction yields of Fatsia japonica by extracts of various 

phases and several extract solvent - ethanol and water

Sample Solvent Yield (%)

Roots of 

Fatsia japonica

ethanol 6.3

water 15.6
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제 2 절  팔손이나무 추출물의 생리활성 탐색

1. 실험내용

가. 암세포의 생육 억제 및 세포 독성 측정

1) 세포주 및 배지조성

 본 실험에 이용된 세포주는 암세포로 인간 간암세포인 Hep3B(hepatocellular carcinoma, 

human), 인간 유방암세포인 MCF7(brest adenocarcinoma, pleural effusion, human)을 사용하

고, 시료 자체의 세포 독성을 알아보기 위한 정상세포로는 인간 폐세포인 HEL299(Lung 

nomal, Human)을 사용하 다. 실험에 사용된 세포들 중 Hep3B, MCF7은 DMEM배지를 

HEL299는 RPMI 1640배지에서 10% heating -inactivated FBS(fetal bovin serum)으로 적응

시켜 배양하 다. 

2) SRB assay

 SRB (sulforhodamine B)assay는 세포 단백질을 염색하여 세포의 증식이나 독성을 측정하는 

방법으로 실험 대상 세포인 Hep3B, MCF7(10% FB DMEM배지)의 농도를 4∼5×104 cell/㎖

으로 96 well plate의 각 well에 100㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양(37℃, 5% CO2)한 후, 각

각의 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ㎎/㎖로 100 ㎕씩 첨가하여 48시간 배양하 다. 

배양이 완료 된 후에 상등액을 제거하고 차가운 10%(w/v) TCA(tri chloroacetic acid) 100 

㎕를 가하여 4℃에서 1시간동안 방치한 후 증류수로 4∼5회 세척하여 TCA를 제거하고 실온

에서 plate를 건조한 뒤 각 well에 1%(v/v) acetic acid에 녹인 0.4%(w/v) SRB용액을 100 ㎕

씩 첨가하고 상온에서 30분 동안 염색시켰다. 결합되지 않은 SRB 염색액은 1% acetic acid

로 4∼5회 정도 세척, 건조시킨 후에 10 mM Tris buffer 100 ㎕를 첨가하여 염색액을 녹여

낸 후 540 nm 에서 microplate reader를 이용하여 흡광도를 측정하 다. 



- 34 -

3) MTT assay

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoilum bromide) assay는 생세포내 미토

콘드리아의 dehydrogenase에 의해 생성되는 보라색 formazan 측정을 통해 세포의 증식이나 

독성을 조사하는 방법으로 실험 대상 세포인 HEL299(10% FBS, RPMI 1640 배지)의 농도를 

4∼5×104 cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900 ㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양

(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 g/ℓ로 100 ㎕ 씩 첨가하여 48

시간 동안 다시 배양한 후, 100 ㎕의 MTT(50 ㎎/㎖) 용액을 첨가하여 4시간 동안 배양하여 

formazan을 형성시킨 후, DMSO 900㎕를 첨가하여 formazan을 녹인 후, 각 well에서 100 ㎕

씩 취하여 96 well plate에 옮긴 다음 540 nm에서 microplate reader를 이용하여 흡광도를 측

정하 다.

4) Selectivity(암세포 선택적 사명도) 측정

  MTT assay를 이용하여 정상 세포에 대한 각 sample 농도에서 세포독성을 측정하고, 또한 

SRB assay를 이용하여 각 암 세포주의 생육 억제 활성을 측정한 후 각 농도에서의 세포 독

성에 대한 암세포 생육 억제 활성의 비로 selectivity를 계산한다.

Selectivity = 암세포 생육 억제 활성 / 정상 세포에 대한 세포 독성

나. 면역 증진 및 cytokine 분비량 측정

 면역 기능 증강 효과는 인간 면역 세포인 T cell(Jurkat)과 B cell(Raji)을 이용하여 검증하

다. 세포의 생육은 10% FBS를 함유하는 RPMI 1640 배지에서 5% CO2, 37℃에서 배양하

으며, 면역 기능 증강 효과는 MTT assay로 생육 증강도를 측정하는 방법을 사용하 다. 

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide)assay는 생세포 내 미토콘

드리아의 dehydrogenase에 의해 생성되는 파란색 formazan측정을 통해 세포의 증식이나 독

성을 조사하는 방법으로 실험 대상 면역 세포인 Jurkat과 Raji(10% FBS, RPMI 1640 배지)

의 농도를 4∼5×10
4
cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900㎕씩 첨가하여 24시간 동

안 배양(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0㎎/㎖로 100 ㎕씩 첨가

하여 48시간 동안 다시 배양하 다. 배양한 후, 100㎕의 MTT(50㎍/㎖) 용액을 첨가하여 4시
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간 동안 배양하여 formazan을 형성시킨 후, DMSO 900㎕를 첨가하여 formazan을 녹인 후, 

각 well에서 100㎕씩 취하여 96well plate에 옮긴 다음 540nm에서 microplate reader를 이용

하여 흡광도를 측정하 다.

Cytokine은 IL-6와 TNF-α의 정량을 Chemicon(USA)사의 IL-6와 TNF-α 정량 kit를 사용하

여 측정하 다. 세포의 농도를 4∼5 × 10
4 
cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900 

㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료의 최종농도를 1.0 g/ℓ로 100 

㎕씩 첨가하여 다시 배양(37℃, 5% CO2)하 다. 배양배지를 원심분리기를 이용하여 상층액을 

취한 다음 450 nm에서 흡광도를 측정하여 얻어진 O.D값을 표준물질을 이용해 작성한 표준

곡선과 비교하여 cytokine의 양을 측정하 다.

다. NK 세포의 면역증진효과

 ATCC로부터 분양 받은 NK-92MI cell을 α-MEM배지에 2 mM L-glutamine, 0.2 mM 

myoinositol, 20mM folic acid, 10-4M2-mercaptoethanol, 12.5% fetal bovine serum(FBS)와 

12.5% horse serum(Myelocult)에 2×107 cells/㎖의 농도로 희석시켜 이용하 다.

 인간 T세포와 B세포를 T-25 Flask에 배양하면서 sample을 투여한 후 증식정도를 관찰하면

서 3∼4번의 계대 배양 후 세포를 원심분리하여 상층액을 취하 다. NK-92MI cell을 24well 

plate에 4∼5×104 cells/㎖로 900 ㎕씩 분주하고 24시간 후 상층액을 각 plate에 100 ㎕씩 투

여하여 배양 48시간 후 NK-92MI cell의 활성도를 cell counter를 이용하여 생세포수를 이용

하여 NK-92MI cell의 활성도를 측정하 다.

라. 세포 분화도 측정

 세포 분화 측정에 사용된 세포주는 인간 전과립 세포(human promyelocytes; HL60)를 사용

하 고 ATCC(American Type Culture Collection)에서 구입하 으며 RPMI 1640배지에 10% 

heat inactivated FBS(fetal bovin serum)으로 36.5℃, 5% CO2 incubator에서 배양하 다. 세

포분화의 정량적인 수치를 측정하기 위해 세포의 농도가 4∼5×104 cells/㎖로 포함된 배지를 

24 well plate에 900 ㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양하 다. Sample을 농도별로 100 ㎕씩 

첨가하여 24시간 다시 배양하 다. 이것을 24시간 간격으로 배양하면서 배지를 pippeting 하

여 15㎖ C-Tube에 옮겨 320 xg에서 10분간 원심분리 하 다. 배지를 제거한 후 0.1% 
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Triton x-100을 200 ㎕씩 첨가한 후 incubator에서 30분간 용해하 다. 용해된 solution 20 ㎕

를 96 well plate에 옮긴 후 3 ㎎/㎕의 4-nitrophenyl phosphate가 든 50 mM acetate 

buffer(pH 5.0)를 100 ㎕씩 넣은 후 37℃에서 1시간 동안 반응시켰으며 반응 정지를 위해 

0.1N NaOH 100 ㎕를 첨가한 후 ELISA Leader로 504 nm에서 흡광도를 측정하 다.

마. Microphysiometer를 이용한 생리활성 측정

 세포의 팔손이 추출물에 대한 세포의 대사(산화)활성도의 향을 측정하기 위하여 

Microphysiometer (Molecular Devices, USA)를 사용하 다. Microphysiometer는 약물에 대

한 세포의 산도변화를 측정하는 장비로 1회용 capsule 안쪽의 다공성 여과 막 사이에 세포를 

놓고 관심대상의 약물을 cell chamber안에 유입시키면서 제한된 시간 내에 배양한다. 이때 

세포의 대사활성도의 변화는 산성물질의 방출속도 변화의 결과를 반 하며, 이 신호를 

silicon sensor는 전기신호로 바꾸어 해석한다. 한편, 약물에 대한 세포의 향을 측정하는 일

반적인 방법인 MTT assay나 SRB assay는 측정에 소요되는 시간이 3일 정도가 걸리나 

Microphysiometer로 측정하면 약물투여 후 세포의 변화를 초(sec)단위 혹은 분(min) 단위로 

곧바로 나타내기 때문에 시간절약 면에서 효율적이며, 3일 동안 일어날 수 있는 세포오염이

나 세포 염색을 하기 전 상등액 제거 시에 세포의 유실에서 오는 실험오차도 극복할 수 있어

서 보다 정확한 실험결과를 얻을 수 있는 장점이 있다. 또한 실험 값은 실시간으로 컴퓨터 

화면에 나타나는 장점이 있다. 그래서 Microphysiometer의 측정을 통해 MTT assay나 SRB 

assay를 측정할 때 비교 값으로 사용된다.

따라서, Microphysiometer의 측정은 본 논문에서 항암 활성 및 면역증강, 신경세포의 일반적

인 측정 결과와 비교되었고, 세포에 대한 팔손이 추출물의 시간별 활성도 변화를 측정하 다.

1) 측정조건

 

 Pump cycle은 total cycle time이 2분으로 하여 최종 측정되는 시간(start slope 

measurement(1min 28sec) → stop slope measurement (1min 58sec))은 30초로 하 다. 그리

고 측정된 수치의 표시는 약물투여 전에 running buffer만을 흘려보내면서 측정된 값이 일정

하게 유지되어지는 임의의 선으로 baseline을 설정하고 이것을 100%로 하여 이 baseline값에 
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대한 %로 표현하 다.

2) 접착성 세포의 측정

 Adherent cell은 실험 1일전, capsule에 옮겨 안정화시켰다. Plate속에 있는 capsule cup에 

3×105 cells/㎖의 농도로 세포를 투여하여 27℃, 5% CO2의 incubator에서 24시간 안정화시킨 

다음 측정할 때 spacer, insert를 차례로 넣은 후, plate 속에 들어있는 capsule cup만을 

sensor chamber에 장착하여 측정한다. 이때 running buffer는 세포의 growth medium으로 

하 으며, 본 실험에서는 인간 폐암세포인 AGS(stomach adenocarcinoma, human) 와 신경세

포주인 PC12(Pheochromocytoma) 를 이용했으며 running buffer로 RPMI 1640배지를 사용하

다.

3) 부유성 세포의 측정

 

 Non-adherent cell은 측정시 세포가 고정되지 않아 agarose로 고정을 시켜 측정하 다. 

Beaker속 20 ㎖ 증류수를 70℃ 이상에서 hot plate를 이용하여 가열(microwave, Heating 

block등도 사용)하여 agarose가 녹을 때까지 약 2분간 Agarouse Vial을 물 속에 넣는다. Vial

을 37℃ water bath 나 Incubator에 옮기고, 세포용액을 모아서 centrifugation을 하여 부유물

을 제거하고 난 후에 세포를 5×106 cell/㎖의 농도로 만든 다음 이 세포액과 agarouse를 3 : 

1로 혼합하여 10 ㎕ 만 capsule cup에 넣고 굳힌 다음, 마른 capsule cup에 spacer와 Insert

를 넣어 측정할 때 plate 속에 들어있는 capsule cup만을 sensor chamber에 장착하여 측정하

다. 본 실험에서 측정된 세포로는 인간 면역세포인 T cell(Jurkat)을 이용하 고, running 

buffer로 RPMI 1640 배지를 사용하 다.

바. 간기능 관련 생리 활성측정(해독작용 - Glutathione S-transferase 측정)

 정유의 해독작용 정도를 측정하기 위하여 간의 중요 해독기전 중의 하나인 GST 
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(glutathion-S-transferase)의 활성을 측정하 다. 조제된 반응시약에 대조구로 추출물이 제외

된 반응액을 대조구로 하 으며, 각 추출물을 농도별로 첨가하여 37℃에서 5분간 반응시킨 

다음 기질로서 1-chloro-2,4dinitro benzene을 첨가한 후 다시 37℃에서 2분간 반응시켰다. 반

응후 20% TCA를 가하여 반응을 종결시키고 원심분리한 후 상등액을 340 nm에서 흡광도를 

측정한 뒤 다음과 같이 GST의 specific activity와 활성률을 계산하 다.

 

Total activity (units) = (A340/9.6) × 희석배수 × (3ml/0.1) × crude extract(㎖)

Specific activity ( units/㎖ protein ) = total activity / total protein

활성율 (%) = specific activity test / specific activity control × 100

사. Angiotensin Converting Enzyme (ACE) 억제 활성

 

Hippuryl-L-histidyl-L-leucine(HHL)

→ Hippuric acd(고혈압 유발) + His-Leu Angiotensin Converting Enzyme(ACE)

 증류수에 50 ㎕(또는 시료)에 Hip-His-Leu 100 ㎕를 첨가하여 37℃에서 5분간 방치한다

(Blank를 만들기 위해 1N HCl 0.25 ㎖를 첨가한 test tube 2개를 준비). ACE 효소액 150 ㎕ 

첨가 후 37℃에서 1시간 방치한다. 1N HCl 0.25 ㎖ 첨가하여 방응을 정지시킨다. Ethyl 

acetate 3 ㎖를 첨가한 후 15초간 잘 섞은 후 2,500 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상등액 1 

㎖를 취한다. Oil bath 140℃에서 15분간 건조한 후 1M NaCl 3 ㎖를 첨가하여 용해시킨 후 

228 nm에서 흡광도를 측정한다.

                     Ec - Es

저해율(%) = [ 1 - ( ----------- ) ] × 100

                  Ec - Eb

 Ec : 시료 대신 증류수 첨가시의 흡광도

Es : 시료 첨가시의 흡광도

Eb : 반응 정지 후 시료 첨가시의 흡광도
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아. α-glucosidase 억제 기능 탐색

생체 내에서 혈당 상승의 결정적인 역할을 하는 α-glucosidase를 이용하여 실험을 수행하

다. 먼저 효소를 10 mM PIPES buffer에 용해시켜 효소액을 제조하고 20 mM maltose와 각 

추출물을 농도별로 혼합한 후 37℃에서 20분간 배양한다. 반응액 60 ㎕에 1 ㎖ DNS 시약을 

첨가하고 100℃ 물에서 열탕 처리(10 min)하여 반응을 정지시킨 후에 550 nm에서 흡광도를 

측정하여 효소 반응로 생성된 환원당을 정량하여 각 추출물을 처리하지 않은 대조구와 비교

하여 효소활성 저해율을 계산하 다.

자. in vivo 항암 실험 (S-180 복수암의 항암효과 실험)

 실험동물은 20∼25 g의 ICR계 자성 마우스를 대한 바이오링크로부터 공급받아 항온, 항습이 

유지되는 본 학과의 동물사육실에서 2주 이상 적응시켰다. 사육환경은 명암을 12시간으로 자

동 조절하 으며 온도는 22±3℃, 습도는 50±14%로 유지하 고 물은 자유롭게 섭취하도록 하

으며 사료는 제일재당(주)의 사료를 급식하 으며 세포주는 Sarcoma 180(ATCC : CCL 8, 

USA)을 사용하 다. 10% FBS를 함유한 RPMI 1640의 기본배지에서 배양된 세포를 0.25% 

trypsin-EDTA로 배양 flask로부터 떼어낸 후 2×106 cells/mouse의 농도로 하여 50∼200 ㎕ 

정도 복강에 1 ㎖ syringe를 이용하여 피하이식 하 고 시료는 종양세포 이식 후, 3∼6일 동

안 정해진 급여량(50∼100 ㎎/㎏)을 나누어 사료에 혼합하여 급식하도록 하 다. 암세포의 접

종일로부터 20일간 mouse의 제중을 매 2일마다 측정하 으며, 50일까지 생존일을 관찰하여 

생존율(survival rate)을 계산하 다. 실험군은 다음과 같이 복수암을 유발시키지 않고 사료만 

먹인 group(no treated group), 복수암 유발 후 사료만 먹인 group(control group), 복수암 유

발 후 sample을 먹인 group(treated samples group)의 3가지 군으로 분리하여 실험을 수행하

다.

                      Mean survival days of treated mice

 Survival rate(%) =  ---------------------------------  ×100

                      Mean survaval days of control mice
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차. 마우스를 통한 항스트레스 효과 측정

 실험동물은 20∼25 g의 ICR계 자성 마우스를 중앙실험동물로부터 공급받아 항온, 항습이 유

지되는 본 학과의 동물사육실에서 2주 이상 적응시켰다. 사육환경은 명암을 12시간으로 자동 

조절하 으며 온도는 22±3℃, 습도는 50±14%로 유지하 고 물은 자유롭게 섭취하도록 하

으며 사료는 삼양사(주)의 사료를 급식하 으며 성숙한 마우스의 평균 체중 25 g을 기준으로 

하여 사료의 평균 섭취량인 5 g과 그의 1/100의 양의 시료와 함께 혼합하여 실험기간동안 급

식하 다.

스트레스의 부과는 3가지의 군으로 나누었으며 Cold Water Swimming Stress는 30×40×30 

㎝3 직육면체의 플라스틱 수조에 수심이 6 ㎝가 되도록 하 고, 물의 온도는 11±2℃로 조절

하 고 4일 동안 각 5분의 저온에서 수 을 시켜 스트레스를 부과하 다. 또한 Cold Stress

는 4℃의 저온실에서 연속되는 4일동안 첫날은 4시간, 두번째날은 8시간, 세번째날은 12시간, 

네번째날은 24시간동안 방치하 다. 마지막으로 Hot Stress는 37℃가 유지되는 항온기에 4일 

동안 각 15분간 노출시켰다. 각 군의 시료의 투여는 스트레스를 부과하기 1시간에 시료를 혼

합한 사료를 급식하 으며 마지막 급식 및 스트레스 부과 24시간후에 혈액을 채취 후 마우스

를 희생하여 측정항목을 측정하 다.

 혈액의 채취 및 분석을 위해서는 최종 급식 및 스트레스 부과 24시간 후에 각 군별로 

capillary tube를 이용한 안와정맥총 채혈법을 이용하여 1.5 ml의 혈액을 얻고 약 30분 동안 

방치시킨 후 3000 rpm에서 15분간 원심분리 후에 상등액인 혈청을 분리하여 DT 

Slides(Johnson&Johnson, Co.)에 점적 후 혈액생화학적분석기를 이용하여 스트레스와 관련이 

있다고 생각되는 Cholesterol(CHOL)과 Glucose(GLU)를 선정하여 스트레스 지표로서 사용가

능성을 평가하 다.
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2. 결과 및 고찰

가. 암세포의 생육 억제 활성 및 세포 독성측정 결과

1) 세포독성

 Table 3.는 인간 정상 폐 세포인 HEL 299에 대한 세포독성효과를 나타낸 것이다. 모든 시

료에서 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인하 고 특히 잎의 에탄올 추출물의 농도 1g/L에

서 약 21.2% 로 가장 높은 세포 독성을 나타내었다. 용매에 따른 각 추출물들의 세포 독성의 

변화를 살펴보면 에탄올을 이용한 추출물들이 다른 용매보다 세포독성이 높게 나타났으며 또

한 농도에 따른 세포 독성의 변화량이 완만한 것으로 나타났다.

Table 3. Cytotoxicity of several extracts from Fatsia japonica  on the human 

normal cell,  HEL299 - solvents of ethanol, water and ethanol:water(1:1, 

v/v)

Solvent Sample

Concentration (g/L)

Cytotoxicity(%)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Ethanol

Roots 14.3 16.4 16.8 18.2 22.6

Stems 12.6 13.2 14.1 15.9 16.6

Leaves 13.4 15.1 15.6 17.8 21.2

Barks 9.4 11.2 12.6 14.4 15.9

Water

Roots 13.7 15.5 16.2 18.6 19.2

Stems 10.4 13.7 14.2 17.6 21.1

Leaves 10.1 13.2 16.4 18.1 20.2

Barks 9.2 10.8 12.4 13.6 14.2

Water :  Ethanol

(1:1)

Roots 12.8 13.1 15.8 17.2 17.9

Stems 10.9 11.2 14.4 15.3 18.6

Leaves 12.8 13.4 15.2 17.6 18.5

Barks 10.2 12.1 13.7 14.6 15.2
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2) 암세포 생육 억제 활성

 가) 유방암 세포의 생육 억제 및 선택적 사멸도

 Fig. 1∼3.과 Table 4.은 인간 유방암세포인 MCF7(brest adenocarcinoma, pleural effusion, 

human)을 사용하여 항암 활성도를 살펴보았고 농도 1 g/L에서는 잎의 에탄올 추출물이 72%

로 가장 높게 나타났으며 용매에 따른 항암 활성도를 살펴본 결과 에탄올 추출물의 활성이 

물과 에탄올을 1:1로 혼합사용한 것과 물을 용매로 사용하여 추출한 시료보다 높은 활성을 

나타내는 것을 알 수 있었다.  또한 세포 선택성에서는 세가지 용매를 이용한 추출물이 모두 

0.4 g/L 이상에서 1.5 이상의 세포 선택성을 보 으며 농도의 증가에 따라 세포 선택성도 증

가하는 것을 알 수 있었다. 목부의 에탄올 추출물은 농도 1.0 g/L에서 가장 높은 선택성(약 

4.0)을 보 으나 항암 활성도 면에서는 다른 추출물보다 낮은 수치를 보이고 있다. 그러나 물

과 에탄올을 1:1로 혼합하여 사용한 근피 추출물은 항암 활성도에서 다른 추출물과 비교하여 

높은 수치(65%)를 보이고 세포 선택성 또한 다른 추출물에 비교하여 높은 수치(3.8)를 보이

고 있음을 알 수 있었다. 

Table 4. Inhibition ratio of growth of MCF and selectivity in adding several 

solvents extracts from Fatsia japonica  - solvents of ethanol, water and 

ethanol:water(1:1, v/v)

Solvent Sample

Concentration (g/L)

Inhibition ratio (%) Selectivity

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Ethanol

Roots 18.3 36.2 42.3 58.6 73.5 1.28 2.21 2.52 3.22 3.27

Stems 16.4 37.6 40.7 55.6 62.3 1.30 2.85 2.89 3.50 3.75

Leaves 9.3 28.2 39.1 48.5 53.2 0.69 1.87 2.51 2.72 2.51

Barks 11.4 24.2 37.7 42.3 50.0 1.21 2.16 2.99 2.94 3.14

Water

Roots 15.3 27.3 35.3 46.9 57.7 1.12 1.76 2.18 2.52 3.01

Stems 12.6 21.8 38.2 46.5 54.8 1.21 1.59 2.69 2.64 2.60

Leaves 13.3 25.7 33.1 43.5 57.7 1.32 1.95 2.02 2.40 2.86

Barks 14.4 17.6 22.4 26.2 30.6 1.57 1.63 1.81 1.93 2.14

Water :  Ethanol

(1:1)

Roots 19.3 35.5 40.1 19.7 66.1 1.51 2.71 2.54 2.89 3.69

Stems 15.4 33.6 37.2 51.6 61.4 1.41 3.00 2.58 3.37 3.30

Leaves 12.4 29.4 41.9 58.8 63.6 0.97 2.19 2.76 3.34 3.44

Barks 11.2 28.3 38.7 40.1 53.1 1.10 2.34 2.82 2.75 3.49
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  Fig. 1. Inhibition ratio of growth of MCF7(bar chart, %) and selectivity (scatter 

line) in adding the ethanol extracts from Fatsia japonica

  Fig. 2. Inhibition ratio of growth of MCF7(bar chart, %) and selectivity (scatter 

line) in adding the water extracts from Fatsia japonica
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  Fig. 3. Inhibition ratio of growth of MCF7(bar chart, %) and selectivity (scatter 

line) in adding the ethanol:water(1:1, v/v) extracts from Fatsia japonica
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 나) 간암 세포의 생육 억제 및 선택적 사멸도

 Fig. 4∼6.과 Table 5.는 간암세포인 Hep3B(Hepatocillular carcinoma, Human)을 이용하여 

팔손이 조추출물의 항암활성을 측정한 그림이다. 앞선 결과들과 마찬가지로 근피 추출물들이 

항암활성에서 뛰어난 활성을 보이고 있다. 근피의 물 추출물은 1.0 g/L의 농도에서 약 50%의 

항암 활성을 보이고 있으며 세포 선택성 역시 다른 추출물과 비교하여 가장 높은 수치

(약 2.6)를 보이고 있다. 

Table 5. Inhibtion ratio of growth of Hep3B and selectivity in adding several 

solvents extracts from Fatsia japonica - solvents of ethanol, water and 

ethanol:water(1:1, v/v)

Solvent Sample

Concentration (g/L)

Inhibition ratio(%) Selectivity

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Ethanol

Roots 10.3 16.6 20.6 24.0 27.3 0.70 1.02 1.23 1.32 1.21

Stems 3.9 5.3 6.6 7.2 14.5 0.31 0.40 0.47 0.46 0.87

Leaves 1.9 5.9 11.3 16.6 21.2 0.15 0.40 0.72 0.93 0.99

Barks 3.9 6.5 9.2 12.4 15.7 0.42 0.58 0.73 0.86 0.99

Water

Roots 12.3 22.4 29.7 34.1 49.1 0.88 1.42 1.80 1.83 2.55

Stems 7.8 16.7 21.6 28.4 39.2 0.75 1.22 1.52 1.62 1.86

Leaves 5.9 10.9 14.9 19.8 23.8 0.59 0.83 0.91 1.09 1.18

Barks 4.8 5.8 7.7 10.6 16.3 0.52 0.53 0.62 0.78 1.15

Water :  Ethanol 

(1:1)

Roots 9.9 14.6 16.4 25.2 26.5 0.78 1.11 1.04 1.46 1.48

Stems 3.2 7.8 9.2 16.3 20.3 0.30 1.11 1.05 1.46 1.48

Leaves 2.2 6.3 9.5 13.3 17.1 0.25 0.47 0.62 0.76 0.92

Barks 0.6 2.0 4.7 8.2 10.2 0.07 0.17 0.34 0.55 0.66
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   Fig. 4. Inhibtion ratio of growth of Hep3B(bar chart, %) and selectivity (scatter 

line) in adding the ethanol extracts from Fatsia japonica

     Fig. 5. Inhibtion ratio of growth of Hep3B(bar chart, %) and selectivity (scatter 

line) in adding the water extracts from Fatsia japonica
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     Fig. 6. Inhibtion ratio of growth of Hep3B(bar chart, %) and selectivity (scatter 

line) in adding the ethanol:water(1:1, v/v) extracts from Fatsia japonica
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나. 면역 증진 및 cytokine 분비량 측정 결과

1) 면역 세포의 생육 촉진 및 활성도 실험

 면역체계에 중요한 역할을 하는 면역세포인 인간 면역 T세포와 B세포를 이용하 고 면역 

세포의 생육 촉진을 측정하기 위하여 MTT assay를 이용하 다. 사용된 sample의 농도는 

0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 g/L로 조절하여 실험하 으며 각각의 실험결과는 다음과 같다.

 Fig. 7∼8는 각각 T세포와 B세포의 면역 세포의 생육 촉진을 나타내었다. 근피와 수피의 추

출물이 가장 높은 면역 증진을 보여주고 있으며 T세포와 B세포는 물과 에탄올을 이용한 근

피의 추출물이 다른 추출물과 비교하여 면역 증진도가 증가한 것으로 보이는데 특히 근피의 

에탄올 추출물은 1.0 g/L 농도에서 각각 T세포는 약 1.75배와 B세포는 약 1.4배의 면역세포

의 생육 촉진을 나타내었다. 또한 수피의 에탄올 추출물은 T세포 1.35배의 B세포는 1.2배의 

생육 촉진을 나타내고 있다. 또한 가시오갈피 근피의 50% 에탄올 추출물에 의한 면역세포 

생육 촉진은 2.7배의 가장 높은 면역 증진을 보이고 황칠나무 잎이 T세포와 B세포의 면역증

진에 최고 1.27배와 1.23배의 생육 촉진을 나타낸다. 또한 최고 4배의 생육 촉진활성을 나타

낸다. 그러나 팔손이 목부의 추출물은 각각 1.10배의 면역 증진능을 보이고 있으며 특히 물 

추출물은 0.95배의 면역 증진능을 나타내고 최고 농도(1.0 g/L)에서도 1.03배정도의 면역 증

진을 보이고 있다. 따라서 다른 추출물에 비해 물 추출물이 1배 이하의 면역 증진능을 보이

는 것은 목부의 물 추출물들이 저농도에서는 면역 세포에 대해 저해 활성을 나타내는 것으로 

추측할 수 있으며 고농도에서는 면역 증진 성분이 면역 저해 성분에 비해 높은 활성을 나타

내어 면역 증진능이 높아지는 것으로 사료된다. 이에 따라 두릅나무과 식물들의 특성과 비교

하여 팔손이는 근피의 활용 가능성이 잘 나타나고 있음을 알 수 있다.

 Fig. 9∼10은 각 8일간의 T 세포와 B 세포의 생육 활성을 나타낸 것이다. Fig. 9에서의 T 

세포는 근피의 에탄올 용매 추출물에서 배양 6일째 되는 날에 11×10
4 cells/ml 의 세포 농도

와 근피의 물 추출물이 10×104 cells/ml, 물과 에탄올의 혼합 용매를 이용한 근피 추출물이 

9×104 cells/ml의 순으로 세포농도가 나타났으며 각각의 용매별로 근피, 수피, 잎, 목부 순으

로 세포의 농도가 나타났다. 또한 Fig. 10에서 B 세포는 배양 6일째에서 근피의 에탄올 추출

물에서 10×10
4
 cells/ml의 세포 농도를 나타내어 B 세포가 T 세포에 비해 생육 촉진이 낮게 

나타나는 것을 확인할 수 있었다. 또한 각 T, B 세포의 생육에 있어서 5일과 6일째에서 가장 

높은 세포 농도를 보이다가 그 이후 세포의 농도가 감소하는 것을 확인하 고 T, B 세포의 
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생육 촉진에 있어 근피의 에탄올 추출물이 가장 높은 활성을 나타내는 것을 확인 할 수 있었

고 또한 에탄올을 이용한 모든 추출물들에서는 다른 용매와 비교하여 2×10
4 cells/ml 이상 높

은 세포 농도를 나타내었다.

 팔손이 근피 에탄올 추출물에 의한 면역 세포인 T, B 세포의 면역 증진능 실험결과에 따르

면 수피와 목부, 잎 부위와 물과 50% 에탄올 용매 추출물에 비해 최고 40%의 차이를 보이고 

있는 것을 확인할 수 있었는데 이는 근피의 추출물이 면역 세포의 생육 촉진 결과와 유사하

게 나타나고 있음을 확인할 수 있었으며 이후 cytokine 분비량 실험에서 팔손이 근피의 추출

물이 다른 부위의 추출물보다 IL-6와 TNF-α의 분비량을 증가시킬 것이라고 생각되어 지며 

앞선 항암 실험과 비교하여 면역 활성 실험에서도 근피의 추출물이 높은 활성을 나타내었으

며 항암활성과 함께 면역 증진을 위한 기능성 소재로서의 가능성을 제시해 주고 있다.

 

Fig. 7. The growth of human T cell(Jurkat) in adding the ethanol, waterand 

ethanol:water(1:1, v/v) extracts of Fatsia japonica
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Fig. 8. The growth of human B cell(Raji) in adding the ethanol, water  and 

ethanol:water(1:1, v/v) extracts of Fatsia japonica
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Fig. 9. The growth of viable cell density of human T cell(Jurkat) in adding ethanol, 

water, ethanol:water(1:1. v/v) extracts of Fatsia japonica
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Fig. 10. The growth of viable cell density of human B cell(Raji) in adding ethanol, 

water, ethanol:water(1:1. v/v) extracts of Fatsia japonica
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2) 면역 세포의 cytokine 분비량 측정 결과

 Table 6∼7는 T cell과 B cell의 시료 첨가에 따른 cytokine 분비량을 나타낸 것이다. 각각

의 세포는 IL-6와 TNF-α를 cytokine kit를 이용하여 측정하 다. 앞선 면역 활성 실험에서와 

같이 cytokine의 양의 변화는 근피의 에탄올 조 추출물이 가장 높게 나타났으며 나머지 부위

는 수피, 잎, 목부 순으로 나타났다. 각각의 용매별 추출물의 cytokine의 분비량을 비교해보면 

근피의 에탄올 추출물을 투여한 T cell은 약 4배 이상으로 세포의 농도가 증가한 배양 5일째

에 IL-6의 분비량이 110 pg/ml가 TNF-α는 125 pg/ml 로 가장 높게 나타났으며 수피의 에탄

올 추출물은 98 pg/ml 와 105 pg/ml 가 각각 나타났고 잎은 92 pg/ml와 98 pg/ml의 순으로 

나타났으며 배양 일에 따라 T, B cell의 세포 농도가 증가함에 따라 cytokine의 분비량은 증

가하 으며 B cell은 근피의 에탄올 추출물이 최고 95 pg/ml, 105 pg/ml으로 나타났다. 이는 

앞선 T cell과 B cell의 면역 촉진 활성 실험에서와 같이 시료 첨가 후 배양 일에 따라 세포

의 농도가 증가하는 것을 확인하 으며 또한 이에 따라 cytokine의 분비량이 증가하는 것을 

확인하 다. 팔손이의 부위에 따라서는 근피, 수피, 잎 그리고 목부 순으로 높게 나타나는 것

을 확인 할 수 있었다. 또한 추출 용매에 따른 cytokine의 분비량은 T cell의 근피의 에탄올 

추출물의 TNF-α가 125 pg/ml 이며 에탄올과 물의 1:1 혼합용매의 추출물이 99 pg/ml가 나

타났으며 물 추출물은 84 pg/ml 순으로 나타났다. 이는 앞선 면역 활성 실험에서와 같이 에

탄올 추출물이 면역 활성에 있어 다른 용매 추출물보다 높은 활성을 띄는 것을 확인 할 수 

있었으며 또한 배양일에 따른 cytokine의 분비량은 모든 용매의 추출물에서 유의적인 변화를 

나타내는 것을 확인할 수 있었다. 앞서 살펴본 cytokine의 분비량과 관련하여 팔손이나무의 

근피 부위가 면역 활성과 관련하여 활용도가 높음을 확인할 수 있었다. 또한 면역세포와 

cytokine의 관계에 있어서 cytokine에 향을 받아 생육 및 면역 활성에 깊은 향을 받고 

있는 NK-cell의 활성 실험을 실시하기 전에 cytokine의 분비량의 측정을 통하여 NK-cell의 

활성을 짐작할 수 있을 것으로 사료된다.
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Table 6. The kinetics of secretion of IL-6 and TNF-α from B cell(Raji) and T 

cell(Jurkat) cultured in ethanol extract of Fatsia jopnica

Fatsia japonica
time

(day)

cell line

B cell(pg/ml) T cell(pg/ml)

IL-6 TNF-α IL-6 TNF-α

roots

1 19 22 28 31

2 33 41 48 53

3 57 67 65 67

4 69 79 83 85

5 95 105 110 125

stems

1 17 19 24 27

2 30 37 39 46

3 51 59 56 62

4 59 64 74 78

5 89 91 98 105

leaves

1 16 17 22 24

2 28 31 36 41

3 46 52 51 59

4 54 58 68 70

5 74 78 92 98

barks

1 14 14 19 28

2 22 27 31 34

3 39 48 44 48

4 48 54 53 69

5 66 71 76 86

control(no addition) 13 14 13 16
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Table 7. The kinetics of secretion of IL-6 and TNF-α from B cell(Raji) and T 

cell(Jurkat) cultured in ethanol : water (1:1) extract of Fatsia jopnica

Fatsia japonica
time

(day)

cell line

B cell(pg/ml) T cell(pg/ml)

IL-6 TNF-α IL-6 TNF-α

roots

1 14 16 23 25

2 27 32 35 39

3 50 58 49 52

4 55 67 69 73

5 79 85 89 99

stems

1 14 15 21 20

2 25 30 30 35

3 45 49 44 48

4 50 61 62 69

5 72 79 82 84

leaves

1 15 16 19 20

2 23 27 28 33

3 46 44 41 45

4 48 52 57 62

5 68 71 77 79

barks

1 13 15 17 19

2 22 26 28 31

3 41 40 36 43

4 47 51 54 69

5 53 58 69 72

control(no addition) 13 14 13 16
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다. NK 세포의 면역증진 효과

 IL-2 비의존형 NK-92MI cell을 이용한 인간 면역세포인 B, T 세포을 이용하여 이 세포들

이 분비하는 IL-2를 비롯한 sample 투여로 인한 cytokine의 분비증가로 인하여 NK-cell도 

그 활성도가 증가하는 것을 관찰하 다. 앞선 실험에서 나타난 B, T 세포의 면역 활성도 증

가 및 촉진 실험의 결과와 유사한 결과를 얻을 수 이었다. 각 B 세포와 T 세포는 근피 에탄

올 추출물에서 가장 높은 활성도를 얻었는데 이의 배양액을 이용하여 NK-cell의 활성도를 

측정한 결과 가장 높은 생육 활성을 확인 할 수 있었다. Fig. 11∼12은 NK-cell의 B, T 세포

의 배양의 첨가에 따른 활성을 나타낸 것이다. 에탄올 용매와 control 과 비교하여 활성을 살

펴본 그림이다. 근피 추출물이 가장 높은 활성을 보여 6일째에는 T cell의 배양액을 첨가한 

것이 약 13 × 10
2 cells/ml를 나타났으며 control보다 약 2배 이상의 생육 증진도가 나타나는 

것을 확인할 수 있었다. 특히 근피의 에탄올 추출물을 첨가한 배지를 이용한 NK cell의 활성

도가 다른 면역세포와 비슷한 생육활성도의 증가를 보여주고 있다.

    Fig. 11. The NK cell growth of viable cell dencity of human B cell(Raji) in no 

adding of adding the ethanol extracts from Fatsia jopnica
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라. 세포 분화도 측정 결과

 본 실험에 사용된 세포는 human promyelocytes(HL60)인 전골수세포로서 macrophage나 

granulocytes로 분화가 되어 사멸하며 시료를 첨가하여 분화를 진행시키면 판상으로 세포가 

군집하며 그 후에 판상의 세포 덩어리가 작은 세포덩어리로 분리가 되면서 세포가 비대해지

고 본래의 세포특성인 부유성을 잃고 접착한다. 본 실험에서 시료를 투여하여 24시간 마다 

cell의 morphology를 관찰 및 정량적인 분화도를 살펴보았다.

  Fig. 13. 과 같이 에탄올 용매를 이용한 근피의 추출물이 다른 추출물과 비교하여 약 5%이

상 높은 분화 활성도를 나타내는 것을 확인할 수 있었다. 근피의 추출물은  Fig. 13∼15 에서

는 추출 용매와 상관없이 근피의 추출물들이 다른 추출물과 비교하여 높은 분화 활성도를 보

이고 있는 것을 확인할 수 있었다. 근피의 에탄올 추출물에 대한 분화 활성도를 살펴본 그래

프이다. 근피의 분화 활성도와 비교해서 분획물의 분화 활성도는 에틸 아세테이트 층의 시료

가 약 5%정도 높게 나오는 것을 확인 할 수 있었으며 시간의 경과에 따라 근피의 조추출물

 Fig. 12. The NK cell growth of viable cell dencity of human T cell(Jurkat) in no 

adding of adding the ethanol extracts from Fatsia jopnica
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은 분화도가 낮아지는 반면에 나머지 분획물은 꾸준한 분화도의 변화를 보이고 있다.

   Fig. 13은 근피의 에탄올 용매를 이용한 추출물의 분화도를 사진으로 살펴본 것이다. (A)

는 시료를 첨가하지 않은 대조군과 (B)(C)(D)는 0.5 g/l를 투여한 실험군의 배양 1일, 2일과 

4일째를 비교한 것이다. Fig. 25의 (A)는 분화가 시작되기 전의 핵과 세포모양이 둥근 

granulocytes의 형태를 취하고 있으나 시료를 첨가한 (B)는 분화가 진행되는 형태를 나타내

고 있으며 (C)(D)는 핵과 세포의 모양이 길쭉하고 찌그러진 모양의 macrophage의 형태를 하

고 있는 것을 확인할 수 있다. 각 세포는 시료의 첨가에 의해 분화 상태의 형태를 나타내는 

세포의 수가 증가하는 것을 확인할 수 있었으며 그에 따른 macrophage의 수가 증가하는 것

을 확인할 수 있었다. 이는 시료에 의해 일반적인 백혈구의 대부분을 차지하는 과립성백혈구

가 면역 작용을 담당하는 대식세포로의 분화를 촉진하는 것을 확인하 으며 이는 시료에 의

한 대식세포의 활성을 증가시켜 면역작용을 증가시키는 것을 사료된다.

                 

                

Fig. 13. Comparisom of normal cells and differentiated cells by adding the ethanol 

extract of roots from Fatsia japonica

         (A) no addition (B) 1 days in adding of 0.5 g/L (C) 2 days  (D) 4days

A B

DC
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          Fig. 14. Differentiated cells activity of HL60 cells in adding the ethanol

                   extracts of Fatsia japonica

         Fig. 15. Differentiated cells activity of HL60 cells in adding the water

                  extracts of Fatsia japonica
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마. Microphysiometer를 이용한 생리활성 측정

 본 실험에서 측정된 팔손이 추출물의 암세포들에 대한 억제 활성을 검증하기 위해서 인간 

위암 세포인 MCF-7와 인간 면역 세포인 T cell, 신경세포인 PC12를 각각 Microphysiometer

를 이용하여 4시간동안 1.0 g/L에서 측정한 결과를 Fig. 17∼19에 나타내었고 항암 활성 실

험에서 높은 활성이 검증된 에탄올 추출물들을 중심으로 실험을 실시하 다.

 Fig. 17.는 MCF-7을 이용하여 앞선 항암실험에서 확인된 억제활성을 검증하는 의미에 가장 

나은 억제활성을 나타낸 에탄올 추출물들에 대한 실시간 억제활성을 측정하 다. 앞선 항암

활성 실험에 따라 MCF-7에 대한 에탄올 근피의 항암활성은 최고 40%를 나타내었으며 이와 

비슷하게 Microphysiometer를 이용한 활성 측정에서도 근피의 에탄올추출물이 높은 저해 활

성도를 나타내는 것을 확인 할 수 있어다. Fig. 18은 T cell에 의한 면역활성도를 실시간 측

정한 것이고 이것 또한 근피의 에탄올 추출물의 면역활성도 측정 실험인 MTT assay와 비슷

한 결과를 얻을 수 있었다. 마지막으로 Fig. 19에서는 인간 신경 세포인 PC12를 이용한 신경

세포의 활성율을 측정한 실험이다. 앞선 PC12에 대한 생육 활성 실험에서와 같이 

         Fig. 16. Differentiated cells activity of HL60 cells in adding the ethanol :  

                   water (1:1) extracts of Fatsia japonica
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Microphysiometer를 이용한 활성도에서도 110% 미만의 활성율을 나타내었다. 이는 팔손이 

추출물들이 신경세포의 신경활성 촉진인자가 비활성화 된 것으로 사료되는 바이다.

  Fig. 17. The results of measuring cellular activity of MCF-7 cells by 

adding to 1.0 g/L of the ethanol extracts from Fatsia japonica for 4 

hours, using a microphysiomer.
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  Fig. 18. The results of measuring cellular activity of T cells by adding to 

1.0 g/L of the ethanol extracts from Fatsia japonica for 4 hours, 

using a microphysiomer.

 Fig. 19. The results of measuring cellular activity of PC12 cells by adding 

to 1.0 g/L of the ethanol extracts from Fatsia japonica for 4 hours, 

using a microphysiomer.
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바. 간기능 관련 생리 활성 측정(해독작용 - Glutathione S-Transferase 측정)

  Fig. 20∼21는 팔손이의 해독작용 정도를 측정하기 위하여 간의 중요 해독기전 중의 하나

인 GST(glutathion-S-transferase)의 활성을 측정하 다. 이는 발암물질들을 해독화하는 메카

니즘으로써 중요하게 고려되어지고 있다. 상기의 결과에서는 팔손이 근피와 수피 추출물이 

농도에 비례하여 간세포의 해독 작용은 증가하는 것을 확인하 으며 특히 Fig. 20에서 근피

의 에탄올 추출물은 165%의 해독작용을 나타내어 다른 시료에 비하여 가장 높은 활성도를 

나타내었으며 각 부위별 용매에 따른 추출물들의 활성도의 차이를 알 수 있었는데 에탄올을 

추출 용매로 이용한 시료가 전체적으로 약 165∼120%의 높은 활성을 나타내었으며  가장 좋

은 활성을 나타내는 것을 알 수 있었다. 또한 부위별 활성도를 살펴 본 결과 근피는 모든 용

매에서 다른 부위와 비교하여 높은 활성도를 나타나는 것을 알 수 있었다. Fig. 21는 에탄올 

추출물들과 달리 150% 미만의 활성을 나타내었으며 잎의 물 추출물이 143%의 활성을 나타

내어 가장 높은 활성을 보이고 있으며 수피의 물과 에탄올의 1대1 추출물이 약 150%의 활성

을 나타내고 있다. 또한 Kim(A)의 연구에 따르면 가시오갈피 근피가 190% 내외의 높은 활

성을 나타내고 50% ethanol 용액의 추출물에서는 최고 241% 의 활성을 나타내고 있다. 이에 

반해 팔손이의 각 부위 및 추출용매의 GST 실험에서는 에탄올 추출 용매에서는 근피가 물 

추출 용매에서는 잎, 물과 에탄올의 1대1 추출물에서는 수피가 가장 높은 활성을 나타내어 

각 추출용매에 따라 추출물의 활성이 변화하는 것을 확인하 다. 그러나 기능성 소재로서 다

양하게 쓰이고 있는 두릅나무과의 다른 수종과 비교하여 낮은 활성을 나타내는 것을 확인하

다. 그러나 다른 수종들의 활성 실험을 위해서 사용된 시료들은 다양한 용매를 이용한 추

출물이나 분획을 통한 추출물들의 최고 활성들을 나타내고 있는 것들이 대부분인 것으로 사

료된다. 그래서 추후 팔손이 조추출물들의 GST 활성 결과를 바탕으로 분획이나 성분 분석을 

통하여 간기능 활성 성분의 검색이 필요할 것으로 보인다. 또한 가장 높은 활성이 나타난 근

피의 에탄올 추출물과 잎의 물 추출물은 타 수종과 유사한 GST 활성 능력을 나타내고 있어 

이는 간기능 활성과 관계된 기능성 소재의 개발에 유익할 것으로 사료된다.
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 Fig. 20. The enhancement of glutathione-S-transferase activity in adding the 

ethanol extracts of Fatsia japonica.
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  Fig. 21. The enhancement of glutathione-S-transferase activity in adding water 

and ethanol:water(1:1, v/v) extracts of Fatsia japonica.
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사. Angiotension Converting Enzyme (고혈압) 억제 활성

 혈압상승의 주요 기작은 renin angiotesin system으로 angiotensin converting enzyme은 

renin에 의해 생성된 angiotensin으로부터 C-말단의 dipeptide를 가수분해시킴으로서 강력한 

혈관수축작용을 갖는 angiotensin를 합성하는 마지막 단계에 관여하는 효소이다. 생성된 

angiotensin은 강력한 혈관수축작용을 가지고 aldosterone 의 분비를 촉진함으로써 물과 

sodium의 배설을 억제하며 또한 혈관이완 작용을 가진 bradykinin을 불 활성화시켜 결과적으

로 혈압을 상승시키는 역할을 한다. 따라서 ACE를 저해시키면 혈압상승을 억제할 수가 있기 

때문에 ACE의 억제활성을 살펴보겠다. Fig. 22∼23은 각각의 추출 용매를 중심으로 활성을 

살펴보았다. Fig. 22은 에탄올 추출물에 대한 ACE 억제활성을 나타낸 것이다. Fig. 23은 물 

추출물 및 물과 에탄올의 1대1 추출물의 ACE 억제활성을 나타낸 것이다. 각각의  앞선 다른 

생리 활성 실험의 결과와 유사하게 근피와 수피의 추출물이 높은 활성을 보이는 것을 확인할 

수 있었다. 특히 에탄올을 이용한 추출물들이 다른 용매에 비해 약 20% 이상 높은 활성을 

나타내는 것을 확인할 수 있었으며 특히 수피의 에탄올 추출물이 43% 정도의 활성을 나타내

었다. 그러나 에탄올 추출물과는 달리 물 추출물은 저농도에서 수피의 활성이 다른 부위보다 

높은 활성을 나타내고 있지만 고농도에서는 근피의 활성이 가장 높게 나타나고 있다. 이는 

물에 의한 추출시 수피보다는 근피에서 ACE 억제 활성 물질이 다량 추출되어지는 것으로 

보여진다. 또한 물과 에탄올의 혼합용매에 의한 추출시에는 수피의 활성이 가장 낮게 나타나

고 있고 근피의 활성이 가장 높게 나타나고 있다. 이는 혼합용매를 통해서는 근피의 ACE 억

제 활성 물질이 비교 선택적으로 높게 추출되어 지는 것으로 생각되어진다. 이로서 팔손이의 

각 부위 중에서 ACE의 억제 성분이 수피 부위에 다량 함유되어 있는 것을 암시하고 있으며 

에탄올 추출물에 의해 ACE 억제 성분으로 추정되는 지단백질이 쉽게 용해되어 추출되어진 

것으로 생각되어진다. 
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 Fig. 22. Inhibition of Angiotension Converting Enzyme activity in adding the 

ethanol extracts of Fatsia japonica
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  Fig. 23. Inhibition of Angiotension Converting Enzyme activity in adding 

water and ethanol:water(1:1, v/v) extracts of Fatsia japonica
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아. in vivo 항암 실험 (S-180 복수암의 함암효과 측정)

 Fig. 24은 Sarcoma 180을 피하이식한 후에 20일간의 무게변화를 통하여 복수암에 대한 팔

손이 근피의 분획물들의 효과를 살펴본 그림이다. 각각의 분획물과 근피의 에탄올 조출물은 

control과 같이 날짜의 경과에 따라 무게가 증가하는 것을 확인하 다. 이는 복수암의 크기가 

증가하고 있음을 나타내고 있고 각 추출물중 근피의 에탄올 조추출물의 무게가 가장 적게 증

가하는 것을 확인하 으며 분획물중 에틸아세테이트가 근피의 에탄올 조추출물과 가장 유사

한 변화를 보이고 있다. Fig. 25은 복수암을 일으킨 마우스의 50일간의 생존율을 나타낸 그림

이다. 복수암을 일으키고 시료를 투여하지 않은 마우스는 43일째에서 모두 패사하 지만 시

료를 투여한 마우스들은 46, 48, 50일째에서 패사하여 각 시료는 복수암에 대한 수명연장효과

가 있는 것을 확인하

였다.

    Fig. 24. Effect of the fraction from ethanol extract of roots in Fatsia japonica  

on the growth of Sarcoma-180 in ICR mice.
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  Fig. 25. Effect of the fraction from ethanol extract of roots in Fatsia japonica on 

the life span of ICR mouse inoculated with sarcoma 180.

  

               

  Fig. 26. The features of mice to inoculated after 20 days(A : control, B :  ethanol 

extracts of roots).

A B
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자. 마우스를 통한 항 스트레스 효과 측정 결과

1) 혈액분석 결과

  Table 8. 에서는 각각의 스트레스를 부과한 ICR mouse를 그룹별로 나누어 혈액을 채취하

였으며 그 혈청내 cholesterol과 glucose의 농도변화를 살펴보았다. 각 스트레스 군 control

의 혈청 내 cholesterol 농도는 hot Stress를 가한 그룹의 control이 104 mg/dl, cold 

stress를 가한 그룹이 103 mg/dl, cold water swimming stress를 가한 그룹이 70 mg/dl를 

나타내었다. 그러나 스트레스를 가하지 않은 standard control의 cholesterol 농도는 55 

mg/dl를 나타내었다. 이것을 살펴보면 cholesterol의 농도는 스트레스 부과에 의해 유의적인 

증가를 보이는 것으로 알 수 있었다. 이에 대해 sample를 투여한 mouse의 cholesterol 농도

는 cold stress를 가한 후 에탄올 용매를 이용하여 추출한 팔손이 수피의 추출물을 투여한 

그룹에서 56 mg/dl가 나타나 standard control에 가까운 cholesterol 농도로 변화하였음을 

확인할 수 있었으며 이것은 수피의 에탄올 추출물이 항스트레스 인자로서의 활용도를 보여주

고 있으며, 또한 다른 추출물들 모두 Cholesterol 수치에 대해서 유의적인 변화를 보이고 있

다. 다른 스트레스의 지표군인 혈당량의 변화를 살펴보면 각 스트레스 군 control의 glucose 

농도는 standard control의 glucose 수치 108 mg/dl 보다 상승하였음을 알 수 있다. 이것은 

앞서 살펴본 cholesterol 농도와 같이 스트레스에 의해 glucose 농도가 상승하는 것을 알 수 

있었으며 각 군 마다 추출물을 투여한 결과 glucose의 농도가 낮아지는 것을 볼 수 있었다. 

가장 큰 변화를 보이는 잎의 에탄올 추출물은 cold stress 군에서 정상 수치에 가까운 117 

mg/dl 까지 낮아지는 것을 살펴 볼 수 있었다. 이 실험을 통해서 항스트레스와 관련하여 팔

손이 나무의 잎과 수피 추출물의 활용성을 높일 수 있을 것으로 사료된다. 
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Table 8. The effects of crude extracts on serum cholesterol and glucose in 

restraingt stress induced in ICR mice.

Sample CHOL(mg/dl)1) GLU(mg/dl)2)

Standard Control 55 108

Cold Water 

Swimming 

Stress

control 85 173

water extract of 
leaves

64 133

ethanol extract of 
leaves

83 134

ethanol extract of 
sterms

79 147

ethanol extract of 
barks

69 162

Hot stress

control 104 168

water extract of 
leaves

97 163

ethanol extract of 
leaves

91 122

ethanol extract of 
sterms

86 124

ethanol extract of 
barks

73 146

Cold stress

control 103 165

water extract of 
leaves

80 156

ethanol extract of 
leaves

72 117

ethanol extract of 
sterms

56 133

ethanol extract of 
barks

67 132

     1) CHOL: cholesterol

     2) GLU: glucose
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제 3 절 팔손이 에탄올 추출물의 분획 및 생리활성 탐색

1. 실험내용

가. 팔손이 에탄올 추출물의 분획

  팔손이 근피의 ethanol 추출물은 Fig. 27.에 나타난 바와 같이 극성이 다른 용매들을 사용

하여 분별분리를 행하 다. 먼저 분획에 들어가기 전에 근피 ehtanol 추출물을 ethanol에 먼

저 용해시킨 후에 물과 1 : 9의 비율로 혼합한 후에 핵산, 클로로포름, 에틸아세테이트 층으

로 극성의 차이에 의해 네 가지 분획으로 조제하 다. 분리된 각각의 용매 분획물은 감압 농

축하여 용매를 제거하여 농축물을 얻었다.

  

        

Fig. 27. Scheme of extraction and fraction of Fatsia japonica
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나. 팔손이 근피 에탄올 추출 분획물의 생리활성 탐색

1) 암세포 생육 억제 활성 및 세포독성 측정

   가) 세포주 및 배지조성

  본 실험에 이용된 세포주는 암세포로 인간 간암세포인 Hep3B(hepatocellular carcinoma, 

human), 인간 유방암세포인 MCF7(brest adenocarcinoma, pleural effusion, human)을 사용하

고, 시료 자체의 세포 독성을 알아보기 위한 정상세포로는 인간 폐세포인 HEL299(Lung 

nomal, Human)을 사용하 다. 실험에 사용된 세포들 중 Hep3B, MCF7은 DMEM배지를 

HEL299는 RPMI 1640배지에서 10% heating- inactivated FBS(fetal bovin serum)으로 적응

시켜 배양하 다. 

   나) SRB assay

  SRB (sulforhodamine B)assay는 세포 단백질을 염색하여 세포의 증식이나 독성을 측정하

는 방법으로 실험 대상 세포인 Hep3B, MCF7(10% FBS, DMEM배지) 농도를 4∼5×104 cell/

㎖으로 96 well plate의 각 well에 100㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배지  (37℃, 5% CO2)한 

후, 각각의 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ㎎/㎖로 100 ㎕씩 첨가하여 48시간 배양하

다. 배양이 완료 된 후에 상등액을 제거하고 차가운 10%(w/v) TCA(tri chloroacetic acid) 

100 ㎕를 가하여 4℃에서 1시간동안 방치한 후 증류수로 4∼5회 세척하여 TCA를 제거하고 

실온에서 plate를 건조한 뒤 각 well에 1%(v/v) acetic acid에 녹인 0.4%(w/v) SRB용액을 

100 ㎕씩 첨가하고 상온에서 30분동안 염색시켰다. 결합되지 않은 SRB 염색액은 1% acetic 

acid로 4∼5회 정도 세척, 건조시킨 후에 10 mM Tris buffer 100 ㎕를 첨가하여 염색액을 녹

여낸 후 540 nm 에서 microplate reader를 이용하여 흡광도를 측정하 다.
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   다) MTT assay

  MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoilum bromide) assay는 생세포내 미

토콘드리아의 dehydrogenase에 의해 생성되는 파란색 formazan 측정을 통해 세포의 증식이

나 독성을 조사하는 방법으로 실험 대상 세포인 HEL299(10% FBS, RPMI 1640 배지)의 농

도를 4∼5×10
4 cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900 ㎕씩 첨가하여 24시간 동안 

배양(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 g/ℓ로 100 ㎕ 씩 첨가하

여 48시간 동안 다시 배양하 다. 배양한 후, 100 ㎕의 MTT(50 ㎎/㎖) 용액을 첨가하여 4시

간 동안 배양하여 formazan을 형성시킨 후, DMSO 900㎕를 첨가하여 formazan을 녹인 후, 

각 well에서 100 ㎕씩 취하여 96 well plate에 옮긴 다음 540 nm에서 microplate reader를 이

용하여 흡광도를 측정하 다.

   라) Selectivity 측정

  MTT assay를 이용하여 정상 세포에 대한 각 sample 농도에서 세포독성을 측정하고, 또한 

SRB assay를 이용하여 각 암 세포주의 생육 억제 활성을 측정한 후 각 농도에서의 세포 독

성에 대한 암세포 생육 억제 활성의 비로 selectivity를 계산한다.

             Selectivity = 암세포 생육 억제 활성 / 정상 세포에 대한 세포 독성

2) 면역증진 및 cytokine 분비량 측정

  면역 기능 증강 효과는 인간 면역 세포인 T cell(Jurkat)과 B cell(Raji)을 이용하여 검증하

다. 세포의 생육은 10% FBS를 함유하는 RPMI 1640 배지에서 5% CO2, 37℃에서 배양하

으며, 면역 기능 증강 효과는 MTT assay로 생육 증강도를 측정하는 방법을 사용하 다. 

  MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide)assay는 생세포 내 미토

콘드리아의 dehydrogenase에 의해 생성되는 파란색 formazan측정을 통해 세포의 증식이나 

독성을 조사하는 방법으로 실험 대상 면역 세포인 Jurkat과 Raji(10% FBS, RPMI 1640 배
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지)의 농도를 4∼5×10
4
cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900㎕씩 첨가하여 24시간 

동안 배양(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0㎎/㎖로 100 ㎕씩 첨

가하여 48시간 동안 다시 배양하 다. 배양한 후, 100㎕의 MTT(50㎍/㎖) 용액을 첨가하여 4

시간 동안 배양하여 formazan을 형성시킨 후, DMSO 900㎕를 첨가하여 formazan을 녹인 후, 

각 well에서 100㎕씩 취하여 96well plate에 옮긴 다음 540nm에서 microplate reader를 이용

하여 흡광도를 측정하 다.

  Cytokine은 IL-6와 TNF-α의 정량을 Chemicon(USA)사의 IL-6와 TNF-α 정량 kit를 사용

하여 측정하 다. 세포의 농도를 4∼5 × 104 cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 

900 ㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료의 최종농도를 1.0 g/ℓ로 

100 ㎕씩 첨가하여 다시 배양(37℃, 5% CO2)하 다. 배양배지를 원심분리기를 이용하여 상층

액을 취한 다음 450 nm에서 흡광도를 측정하여 얻어진 O.D값을 표준물질을 이용해 작성한 

표준곡선과 비교하여 cytokine의 양을 측정하 다.

3) 세포 분화도 측정

 세포 분화 측정에 사용된 세포주는 인간 전과립 세포(human promyelocytes; HL60)를 사용

하 고 ATCC(American Type Culture Collection)에서 구입하 으며 RPMI 1640배지에 10% 

heat inactivated FBS(fetal bovin serum)으로 36.5℃, 5% CO2 incubator에서 배양하 다. 세

포분화의 정량적인 수치를 측정하기 위해 세포의 농도가 4∼5×10
4 cells/㎖로 포함된 배지를 

24 well plate에 900 ㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양하 다. Sample을 농도별로 100 ㎕씩 

첨가하여 24시간 다시 배양하 다. 이것을 24시간 간격으로 배양하면서 배지를 pippeting 하

여 15㎖ C-Tube에 옮겨 320 xg에서 10분간 원심분리 하 다. 배지를 제거한 후 0.1% 

Triton x-100을 200 ㎕씩 첨가한 후 incubator에서 30분간 용해하 다. 용해된 solution 20 ㎕

를 96 well plate에 옮긴 후 3 ㎎/㎕의 4-nitrophenyl phosphate가 든 50 mM acetate 

buffer(pH 5.0)를 100 ㎕씩 넣은 후 37℃에서 1시간 동안 반응시켰으며 반응 정지를 위해 

0.1N NaOH 100 ㎕를 첨가한 후 ELISA Leader로 504 nm에서 흡광도를 측정하 다.
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4) 간기능 관련 생리활성 측정(해독작용 - Glutathione S-transferase 측정)

  정유의 해독작용 정도를 측정하기 위하여 간의 중요 해독기전 중의 하나인 

GST(glutathion - S - transferase)의 활성을 측정하 다. 조제된 반응시약에 대조구로 추출

물이 제외된 반응액을 대조구로 하 으며, 각 추출물을 농도별로 첨가하여 37℃에서 5분간 

반응시킨 다음 기질로서 1-chloro-2,4dinitro benzene을 첨가한 후 다시 37℃에서 2분간 반응

시켰다. 반응후 20% TCA를 가하여 반응을 종결시키고 원심분리한 후 상등액을 340 nm에서 

흡광도를 측정한 뒤 다음과 같이 GST의 specific activity와 활성률을 계산하 다.

      Total activity (units) = (A340/9.6) × 희석배수 × (3ml/0.1) × crude extract(㎖)

      Specific activity ( units/㎖ protein ) = total activity / total protein

      활성율 (%) = specific activity test / specific activity control × 100

5) Angiotensin Converting Enzyme (고혈압) 억제 활성

  Hippuryl-L-histidyl-L-leucine(HHL) → Hippuric acd(고혈압 유발) + His-Leu 

Angiotensin Converting Enzyme(ACE)

 증류수에 50 ㎕(또는 시료)에 Hip-His-Leu 100 ㎕를 첨가하여 37℃에서 5분간 방치한다

(Blank를 만들기 위해 1N HCl 0.25 ㎖를 첨가한 test tube 2개를 준비). ACE 효소액 150 ㎕ 

첨가 후 37℃에서 1시간 방치한다. 1N HCl 0.25 ㎖ 첨가하여 방응을 정지시킨다. Ethyl 

acetate 3 ㎖를 첨가한 후 15초간 잘 섞은 후 2,500 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상등액 1 

㎖를 취한다. Oil bath 140℃에서 15분간 건조한 후 1M NaCl 3 ㎖를 첨가하여 용해시킨 후 

228 nm에서 흡광도를 측정한다.

                      Ec - Es

저해율(%) = [ 1 - ( ----------- ) ] × 100

      Ec - Eb

 Ec : 시료 대신 증류수 첨가시의 흡광도

 Es : 시료 첨가시의 흡광도

 Eb : 반응 정지 후 시료 첨가시의 흡광도
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2. 결과 및 고찰

1) 팔손이 에탄올 추출 분획물의 수율

  4.62%의 수율이 나타난 팔손이 근피의 ehtanol 추출물을 물과 에탄올 비율이 9 대 1인 용

매에 용해시킨 후 헥산과 클로로포름, 에틸아세테이트 순으로 분획하여 얻은 수율을 Table 1.

에 나타내었다. 분획 농축 후 얻어진 시료의 수율을 살펴보면 물층이 2.33%으로 가장 높게 

나타났고 핵산층에서는 0.47%로 가장 낮은 수율을 나타내었다.

 Table 9. The extraction yields of each fraction from ethanol extract of Fatsia 

japonica

Sample
Yields of

 ethanol extract(%)
Step-wise fractionation
of ethanol extract

Yield(%)

4.62

Haxane 0.476

roots of

 Fatsia japonica

Chloroform 0.851

Ethyl acetate 0.963

Aqueous 2.330

2) 암세포 생육 억제 활성 및 세포 독성 측정 결과

  Table 10.에서 모든 시료에서 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인하 고 특히 클로로포름

층의 농도 1g/L에서 약 18.4% 로 가장 높은 세포 독성을 나타내었다. 분획 용매에 따른 각 

분획물들의 세포 독성의 변화를 살펴보면 클로로포름층이 다른 분획용매층보다 세포독성이 

높게 나타났으며 또한 농도에 따른 세포 독성의 변화량이 완만한 것으로 나타났다.

  Fig. 28∼29은 인간 유방암세포인 MCF7(brest adenocarcinoma, pleural effusion, human)와 

간암세포인 Hep3B(Hepatocillular carcinoma, Human)를 사용하여 암세포 생육 억제율 및 세

포 선택성을 살펴보았다. MCF7의 에틸아세테이트층의 분획물의 농도 1.0 g/L에서는 근피의 
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에탄올 조추출물의 암세포 생육 억제율과 가장 유사한 65%가 나타났으며 세포 선택성에 있

어서도 약 3.7로 높게 나타났다. Hep3B에서도 에틸아세테이트층의 분획물이 높은 암세포 생

육 억제를 나타냈으며 농도 1.0 g/L에서는 최고 25%로서 역시 근피의 에탄올 조추출물과 유

사한 활성을 나타내고 있으며 다른 층의 세포 선택도가 1.0 미만으로 나타나는 반면에 1.5이

상의 세포 선택성을 나타내고 있다. 이는 팔손이 근피의 성분 중 사포닌 성분이 에틸 아세테

이트층에서 분리가 되어 암세포 생육 억제율을 가장 높게 나타내고 있는 것으로 생각된다.

  Table 10. Cytotoxicity of the fraction from roots extract of Fatsia Japonica 

on the human normal cell, HEL299

 Sample
Concentration

(g/L)

Cell line

HEL299

Water fraction

0.2 9.6

0.4 10.3

0.6 12.1

0.8 13.9

1.0 15.1

n-hexane fraction

0.2 11.3

0.4 12.4

0.6 14.8

0.8 15.2

1.0 17.6

Chloroform fration

0.2 10.6

0.4 11.9

0.6 13.8

0.8 16.1

1.0 18.4

Ethyl acetate fraction

0.2 12.4

0.4 13.5

0.6 15.6

0.8 17.1

1.0 17.9
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Fig. 28. Inhibtion ratio of growth of MCF7(bar chart, %) and selectivity 

(line chart) in adding the fraction from ethanol extract of roots in 

Fatsia japonic.

Fig. 29. Inhibtion ratio of growth of Hep3B(bar chart, %) and selectivity 

(line chart) in adding the fraction from ethanol extract of roots in 

Fatsia japonic.
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3) 면역증진 및 cytokine 분비량 측정

  Fig. 30. 와 Fig. 31. 은 팔손이 근피의 에탄올 추출물을 n-hexane과 chloroform, ethyl 

acetate, water 층 순으로 1차 분획을 하 고 이를 이용한 T cell 과 B cell 의 생육활성을 나

타낸 그래프이다. 각각의 분획물의 농도에 대한 면역 세포의 생육활성은 유의적으로 증가하

는 것을 알 수 있었으며 에틸아세테이트 층이 각 T cell과 B cell의 생육활성도에 있어서 

140%이상의 활성도를 나타내고 있다. 앞서 살펴본 분획물의 항암 활성 실험에서 살펴본 바

와 같이 분획물의 면역 활성에 있어서도 조출물에 비해 T cell과 B cell이 20∼40% 정도 낮

은 활성도를 나타내고 있으며 각각의 분획물들은 서로 상승효과를 통하여 조출물의 면역활성

도를 증가시키는 것으로 생각된다

 Fig. 32 과 Fig. 33는 근피 에탄올 추출물의 1차 분획에 의한 분획물들의 생육도를 측정한 

그래프이다. 각 조추출물과 근피의 에탄올 추출 분획물에서 생육도가 전체적으로 6일을 최고

점으로 하여 증가하다가 그 이후 감소하는 것을 알 수 있다. 그 중 가장 높은 활성을 보이는 

것은 근피의 에탄올 추출물이었으며 6일째 되는 날에는 13×10
4
 cells/L 로서 다른 추출물에 

비해 20%이상의 생육도의 증가를 보이는 것을 알 수 있었다. 특히 근피와 수피는 다른 조출

물과 비교하여 가장 높은 세포 증가를 보 으며 분획물의 생육도 증가에 있어서도 에틸아세

테이트 층의 두드러진 활성변화를 확인할 수 있었다.

  T cell과 B cell의 시료 첨가에 따른 cytokine 분비량 측정 실험에서 근피의 에탄올 분획물

을 이용하 고 각각의 IL-6와 TNF-α를 cytokine kit를 이용하여 측정하 다. 앞선 면역활성 

실험에서와 같이 분획물에 의한 cytokine의 양의 변화는 근피의 에탄올 조 추출물이 높게 나

타났으며 5일째 되는 T cell의 에탄올 조추출물이 123 pg/ml 로 가장 높게 나타났으며 에틸

아세테이트 분획물이 근피 에탄올 조출물과 비교하여 가장 비슷한 분비량을 나타냈으며 물층

의 분획물이 가장 낮은 89와 99 pg/ml를 나타내었다.
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 Fig. 30. The growth of human T cell(Jurkat) in adding the fraction from ethanol 

extract of roots in Fatsia japonica

  Fig. 31. The growth of human B cell(Raji) in adding the fraction from ethanol 

extract of roots in Fatsia japonica
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   Fig. 32. The growth of viable cell density of human T cell in adding the 

fraction from roots extract of Fatsia japonica

   Fig. 33. The growth of viable cell density of human B cell in adding the 

fraction from ethanol extract of roots in Fatsia japonica
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Table. 11. The kinetics of secretion of IL-6 and TNF-α from B cell(Raji) and T 

cell(Jurkat) cultured in the fractions and ethanol extract from roots 

of Fatsia jopnica
Roots of

Fatsia japonica

time

(day)

cell line

B cell(pg/ml) T cell(pg/ml)

IL-6 TNF-α IL-6 TNF-α

Ethanol extract

1 35 46 38 51

2 48 57 49 63

3 63 71 61 75

4 78 89 77 89

5 95 112 96 123

Water fraction of 

ethanol extract

1 33 42 35 49

2 41 50 43 55

3 59 52 61 64

4 66 71 72 78

5 82 94 89 99

n-hexane fraction of 

ethanol extract

1 33 43 36 47

2 42 52 38 51

3 58 55 57 66

4 65 76 68 70

5 84 89 90 102

Chloroform fraction of 

ethanol extract

1 32 42 40 51

2 39 44 51 55

3 47 51 66 69

4 61 69 82 74

5 88 101 103 96

Ethyl acetate fraction 

of ethanol extract

1 32 44 38 50

2 34 45 51 59

3 59 53 57 74

4 64 74 81 91

5 92 99 92 122

control(no addition) 32 42 36 46
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4) 세포 분화도 측정

  Fig. 34.는 근피의 에탄올 추출물의 분획물에 대한 분화 활성도를 살펴본 그래프이다. 근피

의 분화 활성도와 비교해서 분획물의 분화 활성도는 에틸 아세테이트 층의 시료가 약 5%정

도 높게 나오는 것을 확인 할 수 있었으며 시간의 경과에 따라 근피의 조출물은 분화도가 낮

아지는 반면에 나머지 분획물은 꾸준한 분화도의 변화를 보이고 있다.

     Fig. 34. Differentiated cells activity of HL60 cells in adding the fraction 

from ehthnol extract of roots in Fatsia japonica
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5) 간기능 관련 생리 활성측정(해독작용 - Glutathione S-transferase 측정)

  Fig. 35.는 분획물에 의한 간기능 활성도를 나타낸 그래프이며 각 분획물의 활성도는 근피

의 에탄올 추출물보다 현저히 낮은 활성을 보이는 것을 확인 할 수 있었으며 각 분획물 자체

의 활성도를 증대를 꾀하는 것보다는 근피의 조출출물에 의한 조출물의 활성도의 상승효과를 

바라볼 수 있을 것으로 생각된다.

  Fig. 35. The enhancement of glutathione-S-transferase activity in adding the 

fraction from ethanol extract of roots in Fatsia japonica.



- 84 -

6) 
Angiotension Converting Enzyme (고혈압) 억제 활성

  Fig. 36.는 근피의 에탄올 추출물의 분획을 통해 ACE의 억제활성을 살펴보았다. 앞선 다른 

생리 활성 실험허의 결과와 유사하게 근피과 수피의 에탄올 추출물이 가장 높은 활성을 보이

는 것을 확인할 수 있었으며 특히 에탄올을 이용한 추출물들이 다른 용매에 비해 20%정도 

높은 활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었으며 분획물 또한 근피의 에탄올 추출물보다 낮은 

활성을 나타냈고 이는 각 분획물의 활성도 상승효과를 나타내는 것으로 생각된다.

Fig. 36. Inhibition of Angiotension Converting Enzyme activity in adding the 

fraction from ethanol extract of roots in Fatsia japonica
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제 4 절 팔손이 내 유용물질 추출, 분리 및 정제

1. 실험내용

가. 공시재료 채취

  실험에 사용된 수종으로는 2002년 11월 국립산림과학원 난대림시험장(제주도 서귀포시 상

효동 1253)에서 채취한 수령 5년생(흉고직경 10 ㎝ 이하)의 팔손이(Fatsia japonica)를 사용 

하 다.

나. 추출 및 용매분획

  팔손이의 수피는 박피하여 음건 후 아세톤(ME2CO) 추출물을 석유에테르(petroleum ether), 

디클로로메탄(dichloromethane: CH2Cl2, 34,76 g), 에틸아세트(ethyl acetate: EtOAc, 9.20g), 부

탄올(buthanol) 등의 용매를 사용하여 순차 연속추출하여 분획 하 다.

또한 팔손이의 목부는 박피 후 분쇄하여 분말화 한 시료를 아세톤(ME2CO)으로 추출하 으

며, 여기서 얻어진 조추출물을 석유에테르(petroleum ether), 디클로로메탄(CH2Cl2, 10.78 g), 

에틸아세트(EtOAc, 2.13 g), 부탄올(BuOH) 등의 용매로 순차연속 추출하여 분획 하 다.

다. 기기분석 

  분리한 화합물들의 구조를 밝히기 위해 핵자기공명(NMR) 스펙트럼(
1
H-,

13
C-NMR, 

1
H-

1
H 

COSY, HMQC, HMBC)은 한국기초과학 지원연구원의 Varian UI 500, 그리고 질량(MS) 스

펙트럼은 국립산림과학원의 JEOL JMS-600W를 이용하여 측정 하 다. 
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라. 화합물의 분리․정제

1) 팔손이 수피(stem) 화합물의 분리 및 구조동정

가) 화합물 1 

 팔손이 수피의 EtOAc 분획물의 FBE-2 분획물(1.36 g)을 CHCl3-MeOH (5:1, v/v)를 용출용

매로 한 silica gel column (6.0 × 44 ㎝) 크로마토그라피에 의해 5개의 분획물

(FBE-2-1~FBE-2-5)로 나누었다. 이 중 FBE-2-2 분획물( 391.3 ㎎)을 용출용매 

benzene-EtOAc (1:1, v/v)을 이용한 실리카겔 컬럼(5.0 × 40 ㎝) 크로마토그라피하여 5개의 

분획물(FBE-2-2-1~FBE-2-2-5)로 나누었으며, 이중 FBE-2-2-2로부터 화합물 1 (126.6 ㎎)

를 얻었다.

2) 팔손이 목부 화합물의 분리 및 구조동정

가) 화합물 2 

 팔손이 목부의 에틸아세트(EtOAc) 가용부(2.12 g)를 Sephadex LH-20 컬럼 크로마토그라피

(5.0 × 40 ㎝)에서 용출용매 MeOH-EtOH (1:1, v/v)를 사용하여 4개의 분획물(FWE-1∼

FWE-4)로 나누었으며, 이 중 세 번째 FWE-3 분획물(114.5 ㎎)로부터 benzene-MeOH (5:1, 

v/v)을 용출용매로 한 silica gel column (5.0 × 37 ㎝)를 이용하여 4개의 분획물(FWE-3-1∼

FWE-3-3)로 나누었다. 다시 분획물 FWE-3-2 (65.2 ㎎) 분획물을 용출용매 benzene-MeOH 

(5:1, v/v)를 사용한 silica gel column (5.0 × 30 ㎝)으로 3개의 분획물(FWE-3-2-1∼

FWE-3-2-3)로 나누었으며, 이중 FWE-3-2-2 분획물에서 화합물 2 (64.2 ㎎)를 분리하 다.
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3) 팔손이 열매 화합물의 분리 및 구조동정

가) 화합물 3 

 팔손이 열매의 EtOAc 가용부 6g에 대해 Sephadex LH-20 resin을 이용하여 MeOH 100%

를 이용하여 컬럼크로마토그래피(50 × 600 mm)를 실시하 다. 60 ml씩 분취하여 70개의 분

취물을 얻었으며 이를 5개의 분획(FFE-Ⅰ∼Ⅴ)으로 나누었다. 분획(FFE-Ⅱ)을 클로로포름

(CHCl3): MeOH (7:1 v/v)을 용출용매로 한 silica gel 칼럼프로마토그라피(30 × 360 mm)를 

이용하여 30　 ml씩 분취하여 130개의 분취물을 얻었으며 이를 9개의 분획(FFE-Ⅱ-Ⅰ∼

FFE-Ⅱ-Ⅸ)으로 나누었다. 이중 두 번째 분획(FFE-Ⅱ-Ⅱ)을 전개용매 클로로포름(CHCl3) : 

MeOH (5 : 1, v/v)로 사용한 prep. TLC를 이용하여 백색분말의 화합물 3 (40.0 mg)을 단리

하 다.

나) 화합물 4 

 팔손이 열매의 EtOAc 가용부 6g에 대해 sephadex LH-20 resin을 이용하여 MeOH 100%를 

이용하여 컬럼크로마토그래피(50 × 600 mm)를 실시하 다. 분취물로는 60 ml씩 분취하여 70

개의 분취물을 얻었으며 이를 5개의 분획(FFE-Ⅰ∼FFE-Ⅰ Ⅴ)으로 나누었다. 다시 분획물

(FFE-Ⅱ)을 클로로포름(CHCl3): MeOH (7:1 v/v)을 용출용매로 한 silica gel 칼럼프로마토그

라피(30 × 360 mm)를 이용하여 30　ml씩 분취하여 130개의 분취물을 얻었으며 TLC에 전개

시켜 확인한 후, 이를 9개의 분획(FFE-Ⅱ-Ⅰ∼,FFE-Ⅱ-Ⅸ)으로 나누었다. 이중 네 번째 분

획물(FFE-Ⅱ-Ⅵ)에서 CHCl3 : MeOH : H2O (15 : 6 : 0.6 v/v/v)을 전개용매로 사용하여 

prep. TLC를 하여 화합물 4를 190 mg을 단리하 다. 

다) 화합물 5 

 팔손이 열매의 부탄올(Buthanol, BuOH) 가용부 42.0 g에 대해 CHCl3 : MeOH : H2O (15 : 

6 : 1, v/v/v)을 용출용매로 한 silica gel 칼럼 크로마토그라피(60 × 400 cm)을 이용하여 150 
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ml씩 분취하여 100개의 분취물을 얻었으며 이를 6개의 분획(FFB-Ⅰ, Ⅵ)으로 나누었다. 분획 

4(FFE-Ⅳ)를 에칠아세테이트(EtOAc) : 부탄올(BuOH) : H2O (8 : 2 : 1, v/v/v)을 용출용매

로 한 silica gel 칼럼 크로마토그라피(3 × 36 cm)를 이용하여 30　ml씩 분취하여 130개의 분

취물을 얻었으며 이를 3개의 분획(FFB-Ⅳ-Ⅰ∼ FFB-Ⅳ-Ⅲ)으로 나누었다. 이 중 두 번째 

분획물(FFB-Ⅵ-Ⅱ)에서 CHCl3 : MeOH : H2O (10 : 6 : 1, v/v/v)을 전개용매로 prep TLC

를 하여 화합물 8를 29 mg을 단리하 다.

라) 화합물 6

 팔손이 열매의 EtOAc 가용부 6.0 g에 대해 sephadex LH-20 resin을 이용하여 MeOH 

100%를 이용하여 컬럼크로마토그래피(50 × 600 mm)를 실시하 다. 60 ml씩 분취하여 70개

의 분취물을 얻었으며 이를 5개의 분획(FFE-Ⅰ∼FFE-Ⅴ)으로 나누었다. 분획(FFE-Ⅱ)을 클

로로포름(CHCl3): MeOH (7:1 v/v)을 용출용매로 한 silica gel 칼럼프로마토그라피(30 × 360 

mm)를 이용하여 30　ml씩 분취하여 130개의 분취물을 얻었으며 이를 9개의 분획(FFE-Ⅱ-

Ⅰ∼FFE-Ⅱ-Ⅸ)으로 나누었다. 이중 8 번째 분획물(FFE-Ⅱ-Ⅷ)에서 CHCl3 : MeOH (5 : 1, 

v/v)을 전개용매로 prep. TLC를 하여 백색분말의 화합물 5를 20.0 mg을 분리하 다. 

마) 화합물 7 

 팔손이 열매의 부탄올(Buthanol) 가용부 42.0 g에 대해 CHCl3 : MeOH : H2O (15 : 6 : 1 , 

v/v/v)을 용출용매로 한 silica gel 칼럼 크로마토그라피(60 × 400 cm)을 이용하여 150 ml씩 

분취하여 100개의 분취물을 얻었으며 이를 6개의 분획(FFB-Ⅰ∼ FFB-Ⅵ)으로 나누었다. 이

중 2번 분획물 (FFB-Ⅱ)을 클로로포름(CHCl3): acetone : MeOH : H2O (15 : 10 : 5 : 1, 

v/v/v/v)을 용출용매로 한 silica gel 칼럼크로마토그라피(30 × 360 mm)를 이용하여 50 ml씩 

분취하여 100개의 분취물을 얻었으며 이를 5개의 분획(FFB-Ⅱ-Ⅰ∼FFB-Ⅱ-Ⅴ)으로 나누었

다. 이중 두 번째 분획(FFB-Ⅱ-Ⅱ)을 전개용매 에칠아세테이트(EtOAc) : 부탄올(BuOH) : 

H2O (4 : 2 : 1, v/v/v)로 prep. TLC를 이용하여 백색분말의 화합물 7은 27.0 mg을 단리하

다.
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바) 화합물 8

 팔손이 열매의 Buthanol 가용부 42.0 g에 대해 CHCl3 : MeOH : H2O (15 : 6 : 1 , v/v/v)

을 용출용매로 한 silica gel 칼럼 크로마토그라피(60×400 cm)을 이용하여 150 ml씩 분취하여 

100개의 분취물을 얻었으며 이를 6개의 분획(FFB-Ⅰ∼FFB-Ⅵ)으로 나누었다. 분획2 (FFE-

Ⅱ)을 클로로포름(CHCl3) : acetone : MeOH : H2O (15 : 10 : 5 : 1 v/v/v/v)을 용출용매로 

한 silica gel 칼럼프로마토그라피(30 × 360 mm)를 이용하여 50 ml씩 분취하여 100개의 분취

물을 얻었으며 이를 5개의 분획(FFB-Ⅱ-Ⅰ∼FFB-Ⅱ-Ⅴ)으로 나누었다. 이중 두 번째 분획

(FFB-Ⅱ-Ⅳ)을 전개용매 에칠아세테이트(EtOAc) : 부탄올(BuOH) : H2O (4 : 2 : 1, v/v/v)

에 전개시켜 prep. TLC를 이용하여 백색분말의 화합물 8를 54.0 mg을 단리하 다. 

4) 팔손이 뿌리 화합물의 분리 및 구조동정

가) 화합물 9

 팔손이 뿌리의 CH2Cl2 분획물(FRD)을 MeOH에 녹여 여과한 후 여과물 FRD-1과 여과액 

FRD-2를 얻었으며, 여과액인 FRD-2 (100.0 g)를 Sephadex LH-20 column (6.5 × 63.0 ㎝, 

MeOH)으로 100 ㎖씩 분취, 45개의 분취물을 얻어, 이들 분취물들을 4개의 분획물(FRD-2-

1∼FRD-2-4)로 나누었다. FRD-2-2 분획물(20.0 g)을 silica gel column (4.5 × 50.0 ㎝, 

CHCl3-MeOH = 20:1, v/v)으로 20.0 g씩 분취한 뒤 1100개의 분취물을 얻어, 15개의 분획물

(FRD-2-2-1∼FRD2-2-15)로 나누고, FRD-2-2-10 (310.0 ㎎)에 대해 다시 silica gel column 

(2.5 × 40.0 ㎝, CHCl3-MeOH = 7:1, v/v)으로 6.0 g씩 분취, 100개의 분취물을 얻어, 3개의 

분획물(FRD-2-2-10-1∼FRD2-2-10-3)로 나누었다. 이중 FRD-2-2-10-2 분획물 (112.0 ㎎)

을 Sephadex LH-20 column (2.5 × 25.0 ㎝, acetone)으로 정제하여 화합물9 (50.0 ㎎)를 단

리하 다.
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나) 화합물 10

 팔손이 뿌리의 FRD-2-2-9 분획물 (2.78 g)에 대해 silica gel column (3.5 × 27.0 ㎝, 

benzen-MeOH = 5:1, v/v)을 사용하여 7.0 g씩 분취, 100개의 분취물을 얻어, 3개의 분획물

(FRD-2-2-9-1∼FRD-2-2-9-3)로 나누고, 이중 FRD-2-2-9-2 (1.52 g)를 Sephadex LH-20 

column (2.5 × 30.0 ㎝, acetone)으로 2.0 g씩 분취, 150개의 분취물을 얻어, 이들 분취물들을 

2개의 분획물(FRD-2-2-9-2-1∼FRD-2-2-9-2-2)로 나누고, 이중 FRD-2-2-9-2-2에서 화합

물 10 (350 mg)을 얻었다. 

다) 화합물 11 

 FRD-2-2-6 분획물(1.13 g)을 silica gel column (3.5 × 30.0 ㎝, benzene-MeOH = 5:1, v/v)

으로 7.0 g씩 분취한 뒤 100개의 분취물을 얻어, 4개의 분획물(FRD-2-2-6-1∼

FRD-2-2-6-4)로 나누고, FRD-2-2-6-1 (351.0 ㎎)에 대해 Sephdex LH-20 column (2.5 × 

30.0 ㎝, acetone)으로 2.0 g씩 분취, 120개의 분취물을 얻어, 3개의 분획물(FRD-2-2-6-1-1∼

FRD-2-2-6-1-3)로 나누었다. 

라) 화합물 12 

 팔손이 뿌리의 Buthanol 가용부 80.0 g에 대해 CHCl3 : MeOH : H2O (20 : 8 : 0.5, v/v/v)

을 용출용매로 한 silica gel 칼럼 크로마토그라피(70 × 350 cm)을 이용하여 200 ml씩 분취하

여 100개의 분취물을 얻었으며 이를 6개의 분획(FRB-Ⅰ, Ⅵ)으로 나누었다. 분획 4(FRB-Ⅳ)

를 에칠아세테이트(EtOAc) : 부탄올(BuOH) : H2O (8 : 2 : 1 v/v/v)을 용출용매로 한 silica 

gel 칼럼프로마토그라피(3.5 × 360 mm)를 이용하여 50　ml씩 분취하여 140개의 분취물을 얻

었으며 이를 5개의 분획(FRB-Ⅳ-Ⅰ∼FRB-Ⅳ-Ⅴ)으로 나누었다. 이들 중분획 2 (FRB-Ⅳ-

Ⅳ)를 40% 아세토나이트릴(MeCN)을 용출용매로 한 ODS gel 칼럼 크로마토그라피(2.5 × 

150 cm)을 이용하여 10 ml씩 분취하여 100개의 분취물을 얻었으며 이를 4개의 분획(FFB-Ⅵ

-Ⅱ-Ⅰ∼FFB-Ⅵ-Ⅳ)으로 나누었다.이중 두 번째 분획물(FFB-Ⅵ-Ⅱ-Ⅱ)에서 CHCl3 : MeOH 
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: H2O (10 : 6 : 1, v/v/v)을 전개용매로 prep. TLC를 하여 화합물 12를 130.0 mg 단리하

다.  

마) 화합물 13

 팔손이 뿌리의 Buthanol 가용부 80.0 g에 대해 CHCl3 : MeOH : H2O (20 : 8 : 0.5, v/v/v)

을 용출용매로 한 silica gel 칼럼 크로마토그라피(70 × 350 cm)을 이용하여 200 ml씩 분취하

여 100개의 분취물을 얻었으며 이를 6개의 분획(FRB-Ⅰ∼ FRB-Ⅵ)으로 나누었다. 분획물 4 

(FRB-Ⅳ)를 에칠아세테이트(EtOAc) : 부탄올(BuOH) : H2O (8 : 2 : 1, v/v/v)을 용출용매로 

한 silica gel 칼럼크로마토그라피(3.5 × 360 mm)를 이용하여 50　ml씩 분취하여 140개의 분

취물을 얻었으며 이를 5개의 분획(FRB-Ⅳ-Ⅰ∼FRB-Ⅳ-Ⅴ)으로 나누었다. 이들 중분획 2 

(FRB-Ⅳ-Ⅳ)를 40% 아세토나이트릴(MeCN)을 용출용매로 한 ODS gel 칼럼 크로마토그라피

(2.5 × 150 cm)을 이용하여 10 ml씩 분취하여 100개의 분취물을 얻었으며 이를 4개의 분획

(FFB-Ⅵ-Ⅱ-Ⅰ, Ⅳ)으로 나누었다. 이중 세 번째 분획물(FFB-Ⅵ-Ⅱ-Ⅲ)에서 CHCl3 : MeOH 

: H2O (10 : 6 : 1, v/v/v)을 전개용매로 prep. TLC를 하여 화합물 13를 68.0 mg을 단리하

다.  

2. 결과 및 고찰

가. 팔손이 수피(stem) 화합물의 분리 및 구조 동정

1) 화합물 1 

 화합물 1은 EI-MS 스펙트럼에서 분자량 및 베이스 이온이 m/z : 154 (M+, base ion)를 나

타냈으며, 주요한 이온피크로는 m/z 136, 109 등을 나타냈다. 화합물 1의 1H-NMR 스펙트럼

에서는 간단한 2개의 시그날만이 나타냈으며, δ 6.80에 1H를 나타내는 doublet의 시그날은 그 

결합정수가 J = 8.0 Hz를 나타내어 H-5번 프로톤에 귀속하 다. 또한 δ 7.43에서 보이는 2H

분의 시그날의 결합정수도 각각 J = 2.0 Hz, 8.0 Hz로 나타나 H-2 및 H-6번 프로톤에 귀속

하 다. 또한 13C-NMR 스펙트럼에서는 δ 115.76는 C-5, 117.73은 C-2, 123.90는 C-6에 각각 

기인한다.
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 δ 170.21은 C-7의 카볼실릭 탄소에 귀속하 다. 이상의 분석결과 화합물 1은 

3, 4-dihydroxybenzoic acid로 동정하 다(Fig. 37).

   

2

3
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5
6

COOH

HO

HO
7
   

Fig. 37. Chemical structure of compound 1.

나. 팔손이 목부 화합물의 분리 및 구조동정

1) 화합물 2 

 팔손이 목부의 EtOAc 가용부로부터 단리된 화합물 2는 노란색 분말상태로 얻어졌으며, 

TLC상 팔손이 목부부분의 주요성분의 하나로 생각되었다. 화합물Ⅰ의 EI-MS 스팩트럼에서

는 분자이온 피크(M+)가 m/z 244, CI-MS에서는 245 〔M + H)
+
를 나타냈으며, 아세틸화에 

의한 tetraacetateⅠa의 EI-MS에서는 분자이온 피크(M
+〕가 m/z 412를 나타내, 화합물 2에

는 수산기가 4개 존재하는 것으로 확인되었다. 또한 1H-NMR 스팩트럼에서는 6.88 ppm (1H, 

J = 16.5 Hz)과 7.32 ppm (1H, J = 16.5 Hz)의 2개의 doublet 시그날은 stilbene부분구조의 7

위 및 8위의 proton에 유래하는 것으로, 그 결합정수로부터 trans 형태의 olefinic proton의 존

재를 나타내고 있다. 또한, 6.23 ppm (1H, t, J = 2.0 Hz) 및 6.51 ppm (2H, d, J = 2.0 Hz)

의 3개의 시그날은 전형적인 1, 3, 5- 3치환 벤젠핵의 존재를, 그리고 6.37 ppm (1H, dd, J1 

= 2.5 Hz, J2 = 8.5 Hz), 6.43 ppm (1H, d, J = 2.5 Hz) 및 7.39 ppm (1H, d, J=8.5Hz)의 3개

의 시그날은 특징적인 1', 2', 4'- 3치환 벤젠핵의 존재를 시사하고 있다. 또한, 화합물Ⅰ의 

13
C-NMR에서는 합계 12개의 시그날이 나타났으며, 이중 126.32 ppm 및 124.35 ppm피크는 

stilbene부분구조 중의 C-7위 및 C-8위의 탄소에 각각 귀속하 다. 그밖에 1H-1H COSY, 

DEPT, HMQC, HMBC 등의 분석결과, 화합물 2는 2', 3, 4', 5 - tetrahydroxystilbene, 즉 

oxyresveratrol으로 동정하 다(Fig. 38).
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Fig. 38. Chemical structure of compound 2.

다. 팔손이 열매 화합물의 분리 및 구조 동정

1) 화합물 3

 팔손이 열매의 EtOAc 가용부로부터 단리된 화합물 3은 백색의 분말상태로 얻어졌으며, 

TLC상 팔손이 열매부분의 주요성분의 하나로 생각되었다. 화합물 3의　FAB-MS에서는 분

자이온을 m/z : 604 〔M〕+를 나타냈다. 

 화합물 3의 1H-NMR 스팩트럼에서 6개의 메틸기의 존재를 나타내는 케미칼시프트 (δ 0.93, 

0.95, 0.96, 1.01, 1.04, 1.25)가 나타났다. 10개의 메틸렌기의 존재를 나타내는 멀티플랫의 케미

칼시프트가 δ1.08-2.32에 나타났다. 3개의 메틴기의 존재를 나타내는 케미칼 시프트가 δ

1.68-1.81에 나타났다. oxygen을 포함하는 3급 탄소의 메틴 프로톤의 케미칼시프트가 δ3.29, 

3.30(dd, 10.0 Hz)에서 나타났다. 또한, 하나의 하이드록실기를 포함하는 메틸렌 프로톤이 δ 

3.67 (t)에서 나타났다. 이중결합의 메틴프로톤의 케미칼시프트가 δ5.52(t)에서 나타났다. 4개

의 하이드록실기를 포함하는 케미칼시프트(δ 4.03-5.00)는 5탄당이 존재를 나타낸다. 

1H-NMR 스팩트럼의 data로부터 화합물 3은 트리테르페노이드의 배당체 화합물임이 추정되

었다.

 화합물 3의 13C-NMR과 DEPT로부터 6개의 메틸기(δ 13.5, 16.0, 17.5, 23.8, 26.2, 33.3), 10개

의 메틸렌기(δ 18.1-39.7), 3개의 메틴기(δ 46.5, 47.5, 48.1), oxygen을 포함하는 메틴기(δ 
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81.1), 하이드록실기를 포함하는 메틸렌기(δ 64.5), 이중결합의 메틴기(δ 122.5) 시그널의 존재

는 
1H-NMR 스펙트럼의 결과와 일치하 다. δ 180.5의 시그널의 존재는 카르복실기를 나타

내며, 이중결합의 4급탄소를 나타내는 시그널(δ 144.9), 6개의 4급탄소를 나타내는 시그널이 δ 

30.9, 36.9, 39.7, 42.1, 43.4, 46.7에서 각각 나타났다. 또한 δ 106.7, δ 73.1, δ 74.7, δ 69.6과 δ 

70.0의 시그널은 5탄당의 존재를 나타내고, 
1
H-NMR 스펙트럼의 결과와 일치하 다.

 1H-1H COSY 스펙트럼에서 δ 3.29, δ 3.30의 시그널은 δ 2.00의 메틸렌 프로톤과 상관, δ2.00

의 메틸렌 프로톤은 δ 1.59의 메틸렌 프로톤과의 상관관계가 존재하 고, 이들은 서로 인접하

여 있음을 나타내고 있다. 또한, δ 5.52 (t)의 이중결합 메틴프로톤이 δ 1.96 (m)의 메틸렌 프

로톤과의 상관, δ 1.96 (m) 메틸렌 프로톤과 δ 1.81의 메틴 프로톤과의 상관을 나타냈고, 이

들은 서로 인접하여 있음을 나타내고 있다. δ1.68 (m)의 메틴프로톤과 δ1.30 (m)의 메틸렌 프

로톤과의 상관관계의 존재로 서로 인접하고 있음을 나타내고 있다. δ1.70(m) 메틴 프로톤과 

δ 1.39 메틸 프로톤과의 상관, δ1.39 메틸 프로톤과 δ 1.62 메틸프로톤과의 상관관계로 서로 

인접함을 나타내고 있다. δ 2.16 메틸렌 프로톤과 δ1.96 메틸렌 프로톤과의 상관, δ 2.05 메틸

렌 프로톤과 δ 1.83 메틸렌 프로톤과의 상관관계는 각각 서로 인접하고 있음을 나타내고 있

다. 또한, 5탄당을 나타내는 시그널의 상관관계로 arabinose로 추정되어, 
13C-NMR 스펙트럼

의 데이터를 문헌상의 데이터와 비교하여 arabinose임을 확인하 다.

 HMBC 스펙트럼으로부터, δ 43.5의 4급탄소와 δ 1.39, 1.59, 2.00의 메틸렌 프로톤, δ 1.70, δ 

3.29, 3.30의 메틴프로톤, δ 0.93의 메틸프로톤, δ 3.67의 하이드록실기를 포함하는 메틸렌 프

로톤과의 상관관계가 나타났다. δ 39.7의 4급탄소와 δ 1.62 메틸렌 프로톤, δ1.81 메틴 프로톤, 

δ 1.04 메틸 프로톤과의 상관관계가 나타났다. δ 36.9의 4급탄소와 δ 1.59, 1.96, 2.00 메틸렌 

프로톤, δ 1.70, 1.81 메틴프로톤, δ 0.95의 메틸프로톤과의 상관관계가 나타났다. 또한, δ 

144.8의 이중결합 4급탄소와 δ 5.52 이중결합의 메틴프로톤, δ1.70 메틴프로톤, δ1.24의 메틸프

로톤과의 상관관계가 나타났다. δ42.1의 4급탄소와 δ 1,96, 2.16 메틸렌 프로톤, δ 1.24의 메틸

프로톤과의 상관관계가 존재하 다. δ 46.6의 4급탄소와 δ 1.83, 1.96, 2.05, 2.16 메틸렌 프로

톤, δ 1.68 메틴프로톤과의 상관,  δ 30.9의 4급탄소와 δ 130, 1.83, 2.05, 메틸렌 프로톤, δ 

1.68 메틴프로톤, δ 0.94, 1.03 메틸프로톤과의 상관이 각각 나타났다. 또한, δ 180.1의 카르복

실기의 탄소는 δ 2.05의 메틸렌 프로톤과의 상관관계를 나타내고 있다. 상관관계의 결과로부

터 화합물 3은 5원환을 가진 트린테르페노이드 화합물이며, oleanan 형태를 지닌 화합물로서 

탄소 3번에 당이 결합된 배당체의 화합물로 추정되었다.

 위의 결과들로부터 화합물 3은 탄소 3번에 arabinose당이 결합된 oleanan 형태의 트리테르
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페노이드 배당체인 hederagenin 3-O-α-L-arabinopyranoside 로 구조해석하 으며, 문헌과 

비교한 결과, 화합물 3은 기지화합물로서 Cauloside A로 동정하 다(Fig. 39∼43).

Fig. 39. 1H-1H COSY spectrum of Compound 3 (pyridine-d5). 
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       Fig. 40. HMBC spectrum of Compound 3 (pyridine-d5). 

         Fig. 41. HMBC spectrum of Compound 3 (pyridine-d5). 
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          Fig. 42. TOCSY spectrum of Compound 3 (pyridine-d5). 
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Fig. 43. Chemical structure of compound 3.
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2) 화합물 4 

팔손이 열매의 EtOAc 가용부로부터 단리된 화합물 4는 백색의 분말상태로 얻어졌으며, TLC

상 팔손이 열매부분의 주요성분의 하나로 생각되었다. 화합물 4의 FAB-MS : m/z : 634 

〔M〕
+
를 나타냈다. 

1
H-NMR 

13
C-NMR 스페트럼 데이터를 화합물 3과 비교한 결과, 화합물 

4는 화합물 3과 같은 hederagenin 형태의 화합물이었다. 
13C-NMR에서 6개의 시그널은 한개

의 6탄당을 나타내고 2D-NMR 분석결과, glucose로 확인되었다. 위의 결과로, 화합물 4는 화

합물 3의 C-3에 arbinose가 아닌 glucose가 결합된 트리테르페노이드 배당체인 hederagenin 

3-O-β-D-glucopyranoside로 구조해석 하 으며, 문헌과 비교하여 Caulosaponin로 동정하

다.

   Table. 12. Comparison of 13C NMR spectrum data of compound 3 and 4

C-No. 3 4 3 4 3 4 3 4

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

38.7

25.8

81.9

43.4

47.5

18.1

32.8

39.7

48.1

36.9

38.8

26.0

82.0

43.3

47.6

18.1

32.5

39.9

48.1

36.9

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

23.8

122.5

144.9

42.1

28.3

23.7

46.7

42.0

46.5

30.9

23.3

122.8

144.0

42.3

28.2

23.8

47.0

42.0

46.6

30.8

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

34.2

33.2

64.6

13.5

16.0

17.5

26.2

180.5

33.3

23.8

34.2

33.3

65.1

13.5

16.1

17.5

25.8

180.0

33.0

23.6

Ara C-1

Glc C-1

106.7

105.4
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          Fig. 44. 1H-1H COSY spectrum of Compound 4 (pyridine-d5).  

Fig. 45. HMBC spectrum of Compound 4 (pyridine-d5).  
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Fig. 46. HMBC spectrum of Compound 4 (pyridine-d5).  

Fig. 47. TOCSY spectrum of Compound 4 (pyridine-d5).  
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   Fig. 48. Chemical structure of compound 4.

3) 화합물 5 

 팔손이 열매의 에칠아세테이트 가용부로부터 단리된 화합물 5는 백색의 분말상태로 얻어졌

으며, TLC상 팔손이 열매부분의 주요성분의 하나로 생각되었다. 화합물 5의 분자량은 

FAB-MS에서 m/z : 779 〔M-H〕
+
, 780 〔M〕

+
를 나타냈다. 또한 화합물 5의  

1
H-NMR 

13C-NMR 스펙트럼 데이터를 화합물 3과 비교한 결과, 화합물 5는 화합물 3과 같은 

hederagenin 형태의 화합물이었다. 
13C-NMR에서 11개의 시그널은 5탄당과 6탄당을 각각 나

타내고, 화합물 3과 4의 당부분의 1H-,13C-NMR 데이터 분석결과 arabinose와 glucose임을 

확인하 다. arabinose의 1번 탄소의 시그널이 δ 106.7로서, 화합물 3의 아그리콘 C-3 위치에 

당이 결합한 시그널과 같고, β-D-glucose의 1번 탄소의 시그널은 δ 103.8로 화합물 4의 C-3

와 비교하여 1.6 ppm정도 고자장의 역에서 나타났다. 이것은 화합물 5의 C-3에 

-O-arabinose-glucose로 결합되어 있음을 나타낸다. 따라서 화합물 5는 화합물 3의 C-3에 

arbinose-glucose가 결합된 트리테르페노이드 배당체인 hederagenin-3-O-α

-L-arabinopyranosyl-O-β-D-glucopyranoside로 구조해석 하 으며, 문헌과 비교하여 기지물

질로 동정하 다.
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    Table. 13. Comparison of 13C NMR spectrum data of compound 3 and 5

C-No. 3 5 3 5 3 5 3 5

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

38.7

25.8

81.9

43.4

47.5

18.1

32.8

39.7

48.1

36.9

38.7

25.8

82.1

43.4

47.7

18.2

32.5

39.8

48.1

36.9

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

23.8

122.5

144.9

42.1

28.3

23.7

46.7

42.0

46.5

30.9

23.8

122.6

144.9

42.2

28.3

23.7

46.7

42.0

46.4

30.9

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

34.2

33.2

64.6

13.5

16.0

17.5

26.2

180.5

33.3

23.8

34.2

33.0

64.5

13.6

16.1

17.5

26.2

180.2

33.3

23.6

Ara C-1

Glc C-1

106.7 106.7

103.8
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Fig. 49. Chemical structure of compound 5.
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4) 화합물 6 

 팔손이 열매의 에칠아세테이트 가용부의 주요성분의 하나로 여겨지며, silica gel 칼럼프로마

토그라피 및 prep. TLC를 이용하여 백색 분말상으로 화합물 6 (20 mg)을 단리하 다. 화합

물 6의 FAB-MS 스펙트럼에서는 분자이온을 m/z : 385 〔M-H〕
+
, 386 〔M〕

+
를 나타냈다. 

화합물 6의 
1H-NMR 스펙트럼에서는 δ 1.38 (3H, s, H-14), 1.21 (3H, s, H-8), 1.14 (3H, s, 

H-9), 2.00 (3H, s, H-7)에서 나타나는 12H에 상당하는 singlet이 시그날은 메칠기에 유래한

다. 또한 당에서 유래하는 시그날로는 4.84 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-1')에서 아노머 프로톤을 

비롯하여 δ 3.81 (1H, m, H-5'), 3.89 (1H, t, H-2'), 4.00 (1H, m,  H-4'), 4.09 (1H, t, H-3'), 

4.17 (1H, dd, H-6'), 4.43 (1H, dd, H-6') 등에서 당에서 기인하는 시그날에 각각 귀속하

다. 화합물 6의 부분구조에 기인하는 δ 2.35 (1H, J = 16.6 Hz, H-7) 및 2.65 (1H, J = 16.6 

Hz, H-7)의 두개의 doublet 시그날은 메칠렌 프로톤에 귀속하 다. 

화합물 6의 13C-NMR 스펙트럼에서는 δ 13.31 (q, C-7), 18.83 (q, C-14), 22.90 (q, C-8), 

24.08 (q, C-9), 49.76 (t, C-6), 75.78 (d, C-13), 78.42 (s, C-4), 126.35 (d, C-2), 130.78 (d, 

C-12), 134.84 (d, C-11), 197.79 (s, C-1)과 같이 각각 귀속하 다. 

이상의 기기분석 결과 화합물 6은 3, 5, 5 -Trimethyl-4-(4-glucopyranosyl-2-pentenyl)-

4-hydroxyl-cyclohex-2-ene-1-one으로 동정하 다. 
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HO

OH

HO
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Fig. 50. Chemical structure of compound 6.
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5) 화합물 7

 팔손이 열매의 부탄올 가용부로부터 백색분말로 분리한 화합물 7의  　FAB-MS 스펙트럼

에서는 분자이온를 m/z : 958 〔M〕+를 나타냈다. 화합물 7의 1H-NMR과 13C-NMR 스펙트

럼 데이터를 화합물 3, 4, 5와 비교한 결과, hederagenin 형태의 트리테르페노이드 배당체로

서, 화합물 7은 hederagenin를 aglycone 구조로하고, 2개의 Glucose가 3번 위치에, 그리고 28

번 카복실기에 에스테르 결합한 화합물로 추정되었다. 또한 화합물 7의 13C-NMR 스펙트럼 

데이터와 화합물 3, 4, 5 데이터 및 유사구조를 가진 화합물들과의 문헌데이터와 비교한 결

과, 화합물 7은 기지화합물인 hederagenin 3-O-β-D-glucopyranosyl(1-6)-β

-D-glucopyranosyl-28-O-β-gentiobiosyl ester(AB)으로 동정하 다.

    Table. 14. Comparison of 13C NMR spectrum data of compound AA and 7

C-No. AB 4 AB 4 AB 4 AB 4

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

38.8

25.9

82.7

43.4

47.9

18.4

33.0

40.1

48.3

37.1

38.7

25.8

82.2

43.4

47.7

18.3

32.8

39.9

48.2

36.6

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

23.9

123.0

144.4

42.3

28.4

23.5

47.2

41.8

46.4

30.8

23.9

122.9

144.2

42.1

28.3

23.4

47.0

41.7

46.2

30.7

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

34.2

32.6

65.1

13.6

16.3

17.7

26.2

176.7

33.2

23.8

34.0

32.5

64.8

13.7

16.3

17.6

26.1

176.5.

33.1

23.7

24.2

Glc C-1

Glc C-1'

Glc C-2'

105.6

95.7

105.0

105.8

95.7

105.3
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Fig. 51. Chemical structure of compound 7.

6) 화합물 8 

 화합물 8은 팔손이 열매의 Buthanol 가용부로부터 백색분말로 분리 하 다.  화합물 8의 

FAB-MS 스펙트럼에서는 분자이온을 m/z : 1219 〔M-H〕+, 1220 〔M〕+.을 나타냈으며, 

화합물 8의 
1
H-NMR과 

13
C-NMR 스페트럼 데이터를 화합물 3, 4, 5, 7과 비교한 결과, 

hederagenin 형태의 트리테르페노이드 배당체로서, 5개의 당을 가진 화합물로 추정되었다. 화

합물 10의 
13C-NMR 스펙트럼 데이터와 화합물 3, 4, 5와 7의 데이터 및 유사구조를 가진 화

합물의 문헌데이터와 비교한 결과, 화합물 8은 기지화합물로 3-O-β-D-glucopyranosyl-(1→

2)-α-L-arabinopyranosyl oleanolic acid 28- O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β

-D-glucopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranoside (AC)로 동정하 다.
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    Table. 15. Comparison of 13C NMR spectrum data of compound AC and 10

C-No. AC   10 IAC 10 AC 10 AC 10

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

38.9

26.4

89.1

39.5

56.0

18.6

33.2

40.0

48.2

37.1

38.8

26.5

88.8

39.5

55.8

18.5

33.1

39.9

48.1

37.0

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

23.8

122.9

144.2

42.2

28.3

23.5

47.2

41.8

46.4

30.8

23.8

122.9

144.1

42.1

28.3

23.4

47.1

41.7

46.2

30.8

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

34.1

32.6

28.3

16.8

15.6

17.6

26.1

176.6

33.2

23.8

34.0

32.6

28.2

16.7

15.6

17.5

26.1

176.5

33.2

23.7

Ara C-1

Rham C-1

Glc C-1

Glc C-1'
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Fig. 52. Chemical structure of compound 8.
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라. 팔손이 뿌리 화합물의 분리 및 구조동정

1) 화합물 9 

 팔손이 뿌리의 CH2Cl2 가용부로부터 silica gel 및 Sephadex LH-20 등의 충진제를 이용하

여 분리된 화합물 6의 EI-MS 스펙트럼에서는 분자이온을 m/z : 154 ([M]
+)를 나타냈다. 뿌

리 부분에 많이 존재하는 화합물로 추정된다. 화합물 9 의 1H-NMR 스펙트럼에서 간단한 3

개의 시그날 만이 존재한다. 이는 δ 6.91의 doublet 시그날 및 δ 7.49의 double doublet, 그리

고 7.55 의 doublet의 시그날은 각각 (J = 8.5 Hz, H-6), 7.49 (J = 2.0, 8.5 Hz, H-5), 7.55 (J 

= 2.0 Hz, H-3)에 귀속하 다. 또한 화합물 6의 
13
C-NMR 스펙트럼에서는  δ 115.62 (d, 

C-6), 117.39 (d, C-3), 123.56 (d, C-5), 145.41 (s, C-2), 150.58 (s, C-4), 167.76 (s, C-1)에 

각각 귀속하 다. 이상의 결과 화합물 9는 1, 2, 4-benzenetriol로 동정하 다(Fig. 53). 
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Fig. 53. Chemical structure of compound 9.

2) 화합물 10

 팔손이 뿌리의 디클로로메탄 가용부로부터 silica gel column 및 Sphadex LH-20 column을 

이용하여 화합물 12 을 얻었다.  화합물 12의 1H-NMR 스펙트럼에서는 8H에 해당하는 프로

톤이 방향핵에서 유래하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 δ 3.57 (3H, s, 2-OMe), δ 3.74 (3H, 

s, 20-OMe) 및 δ 3.96 (3H, s, 9-OMe)에서는 모두 12H에 상당하는 메톡실기 프로톤이 존재
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함을 학인할 수 있었다. 또한 방향핵 역에 나타나는 δ 7.06 의 double doublet (J = 2.0, 8.0 

Hz), δ 7.35의 doubet (J = 2.0 Hz), 및 δ 6.73의 doublet의 (J = 8.5 Hz) 시그날과 δ 7.10 (J 

= 2.0, 8.0 Hz, H-6"), 6.72 (J = 8.0 Hz, H-5"), 및 δ 7.37 (H-2“), 그리고 7.31 (1H, d, J = 

2.0 Hz, H-2"'), 6.78 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5"') 및 δ 7.05 (1H, dd, J = 2.0, 8.0 Hz, H-6"')

의 시그날로부터 화합물 12에는 3개의 전형적인 1, 3, 5-3치환 벤젠핵의 존재를 시사하고 있

다, 또한 δ 6.38 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-2"") 및 δ 7.60 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-3"")의 시그

날로부터는 트렌스 형태의 부분구조를 확인할 수 있었다. 

화합물 10의 13C-NMR에서는 δ 56.91 (q, 3"-OMe), 56.25 (q, 3'-OMe), 56.72 (q, 3"'-OMe)

는 메톡실기에 유래하며, 그밖의 탄소의 시그날은 1H-1H COSY, HMQC, 및 HMBC 등의 상

관 피크롤 확인하여 δ 112.73 (d, C-2"'), 113.72 (d, C-2"), 114.36 (d, C-5'), 114.63 (d, 

C-2'), 114.81 (d, C-5"'), 116.20 (d, C-5"), 117.80 (d, C-2""), 123.19 (d, C-6"'), 125.55 (s, 

C-4"), 125.70 (d, C-6"), 126.52 (d, C-6'), 128.10 (d, C-7"), 128.44 (s, C-4'), 129.12 (d, 

C-2), 130.65 (s, C-1"'), 146.01 (d, C-3""), 148.57 (s, C-3"), 148.84 (s, C-1'), 149.13 (s, 

C-4"'), 149.80 (s, C-1"), 150.03 (s, C-3'), 150.49 (s, C-3"')등에 기인한다. 그리고 δ 170.59

은 카복실기에 각각 귀속하 다. 3개의 벤젠핵이 질소에 의해 결합한 형태의 화합물로 추정

하 다. 이상의 기기 분석결과 화합물 10는 N-

〔(N-(3"'-methoxy)-3""-phenylprop-2""-enoic acidyl)-3"-methoxy-

phenylmethanimine〕-3'-methoxy-4'-hydroxyphenylmethanimine으로 추정하 다.
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Fig. 54. Chemical structure of compound 12.
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3) 화합물 11 

 팔손이 뿌리의 디클로로메탄 가용부로부터 silica gel column 및 Sphadex LH-20 column을 

이용하여 화합물 11 을 얻었다.  화합물 11의 1H-NMR 스펙트럼에서는 δ 3.70 (3H, s, 

3'-OMe), 3.97 (3H, s, 3"-OMe)에 두개의 메톡실기의 존재, 그리고  δ 7.44 (d, J = 2.0 Hz, 

H-2'), δ 6.75 (d, J = 10.0 Hz, H-5') 및 δ 7.10 (dd, J = 2.0, 8.5 Hz, H-6'), 그리고 δ 6.79 

(d, J = 8.5 Hz, H-6"),  δ 7.07 (dd, J = 2.0, 8.5 Hz, H-5") 및 δ 7.32 (d, J = 10.0 Hz, 

H-2")에서 2개의 방향핵의 존재를 시사하고 있다. δ 7.60 (d, J = 15.5 Hz, H-3"')와 6.38 (d, 

J = 15.5 Hz, H-2"')은 결합정수로부터 트렌스 형태의 화합물 구조임을 알 수 있다. 화합물 

10의 
13
C-NMR 스펙트럼에서는   δ 56.04 (q, 3'-OMe), 56.73 (q, 3"-OMe), 그리고 δ 170.67

의 시그날은 카복실기에 귀속하 다. 그밖에 
1H-1H COSY, DEPT, HMQC, HMBC 등의 분

석 결과 화합물 11은

N-〔(N-(3“-methoxy)-3"‘-phenylprop-2"’-enoic acidyl)-3‘-methoxy-4'-

hydroxyphenylmethanimine으로 추정하 다.
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Fig. 55. Chemical structure of compound 11.

4) 화합물 12

 팔손이 뿌리로부터 분리한 화합물 12는 열매의 8번과 같은 화합물로 단리되었으며, 기지 화

합물인 3-O-β-D-glucopyranosyl-(1→2)-α-L-arabinopyranosyl oleanolic acid 28-O-α-L-
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rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranoside 으로 동정하 다.
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Fig. 56. Chemical structure of compound 12.

5) 화합물 13

 화합물 13의 화합물은 뿌리의 부탄올 가용부로부터 silica gel column 및 Sphadex LH-20 

column을 이용하여 백색의 분말상태로 얻어졌으며, TLC상 팔손이 열매부분의 주요성분의 

하나로 생각되었다. 화합물 13의 FAB-MS 에서는 분자이온을 m/z : 1110 〔M〕+를 나타냈

다. 또한 1H-NMR 13C-NMR 스페트럼 데이터를 화합물 3, 4, 7와 비교한 결과, hederagenin 

형태의 트리테르페노이드 배당체로서, 4개의 당이 결합한 화합물로 추정되었다. 화합물 13의 

13C-NMR 스펙트럼 데이터와 화합물 7의 데이터 및 유사구조를 가진 화합물의 문헌 데이터

와 비교한 결과, 화합물 13은 기지화합물로 hederagenin 3-O-β-sophoronosyl-28-O-β

-getiobiosyl ester(AA)로 동정하 다.
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    Table 16. Comparison of 
13
C-NMR spectrum data of compound AA and 7

C-No. AA 7 AA 7 AA 7 AA 7

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

38.8

26.0

82.2

43.4

47.5

18.3

33.2

39.9

47.9

37.0

39.3

26.6

82.4

44.0

48.1

19.0

33.0

40.4
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37.4

11

12

13
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23.6

122.5

144.2
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Fig. 57. Chemical structure of compound 13.
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제 5 절 팔손이나무의 분리, 정제 화합물의 생리활성 탐색

1. 실험내용

가. 암세포 생육 억제 활성 및 세포 독성 측정

1) 세포주 및 배지조성

  본 실험에 이용된 세포주는 암세포로 인간 간암세포인 Hep3B(hepatocellular carcinoma, 

human), 인간 유방암세포인 MCF7(brest adenocarcinoma, pleural effusion, human)을 사용하

고, 시료 자체의 세포 독성을 알아보기 위한 정상세포로는 인간 폐세포인 HEL299(Lung 

nomal, Human)을 사용하 다. 실험에 사용된 세포들 중 Hep3B, MCF7은 DMEM배지를 

HEL299는 RPMI 1640배지에서 10% heating- inactivated FBS(fetal bovin serum)으로 적응

시켜 배양하 다. 

2) SRB assay

  SRB (sulforhodamine B)assay는 세포 단백질을 염색하여 세포의 증식이나 독성을 측정하

는 방법으로 실험 대상 세포인 Hep3B, MCF7(10% FBS, DMEM배지) 농도를 4∼5×104 cell/

㎖으로 96 well plate의 각 well에 100㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배지  (37℃, 5% CO2)한 

후, 각각의 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ㎎/㎖로 100 ㎕씩 첨가하여 48시간 배양하

다. 배양이 완료 된 후에 상등액을 제거하고 차가운 10%(w/v) TCA(tri chloroacetic acid) 

100 ㎕를 가하여 4℃에서 1시간동안 방치한 후 증류수로 4∼5회 세척하여 TCA를 제거하고 

실온에서 plate를 건조한 뒤 각 well에 1%(v/v) acetic acid에 녹인 0.4%(w/v) SRB용액을 

100 ㎕씩 첨가하고 상온에서 30분동안 염색시켰다. 결합되지 않은 SRB 염색액은 1% acetic 

acid로 4∼5회 정도 세척, 건조시킨 후에 10 mM Tris buffer 100 ㎕를 첨가하여 염색액을 녹

여낸 후 540 nm 에서 microplate reader를 이용하여 흡광도를 측정하 다.
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3) MTT assay

  MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoilum bromide) assay는 생세포내 미

토콘드리아의 dehydrogenase에 의해 생성되는 파란색 formazan 측정을 통해 세포의 증식이

나 독성을 조사하는 방법으로 실험 대상 세포인 HEL299(10% FBS, RPMI 1640 배지)의 농

도를 4∼5×104 cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900 ㎕씩 첨가하여 24시간 동안 

배양(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 g/ℓ로 100 ㎕ 씩 첨가하

여 48시간 동안 다시 배양하 다. 배양한 후, 100 ㎕의 MTT(50 ㎎/㎖) 용액을 첨가하여 4시

간 동안 배양하여 formazan을 형성시킨 후, DMSO 900㎕를 첨가하여 formazan을 녹인 후, 

각 well에서 100 ㎕씩 취하여 96 well plate에 옮긴 다음 540 nm에서 microplate reader를 이

용하여 흡광도를 측정하 다.

4) Selectivity 측정

  MTT assay를 이용하여 정상 세포에 대한 각 sample 농도에서 세포독성을 측정하고, 또한 

SRB assay를 이용하여 각 암 세포주의 생육 억제 활성을 측정한 후 각 농도에서의 세포 독

성에 대한 암세포 생육 억제 활성의 비로 selectivity를 계산한다.

       

             Selectivity = 암세포 생육 억제 활성 / 정상 세포에 대한 세포 독성

나. 면역 증진 활성 측정

  면역 기능 증강 효과는 인간 면역 세포인 T cell(Jurkat)과 B cell(Raji)을 이용하여 검증하

다. 세포의 생육은 10% FBS를 함유하는 RPMI 1640 배지에서 5% CO2, 37℃에서 배양하

으며, 면역 기능 증강 효과는 MTT assay로 생육 증강도를 측정하는 방법을 사용하 다. 

  MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide)assay는 생세포 내 미토

콘드리아의 dehydrogenase에 의해 생성되는 파란색 formazan측정을 통해 세포의 증식이나 

독성을 조사하는 방법으로 실험 대상 면역 세포인 Jurkat과 Raji(10% FBS, RPMI 1640 배
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지)의 농도를 4∼5×10
4
cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900㎕씩 첨가하여 24시간 

동안 배양(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0㎎/㎖로 100 ㎕씩 첨

가하여 48시간 동안 다시 배양하 다. 배양한 후, 100㎕의 MTT(50㎍/㎖) 용액을 첨가하여 4

시간 동안 배양하여 formazan을 형성시킨 후, DMSO 900㎕를 첨가하여 formazan을 녹인 후, 

각 well에서 100㎕씩 취하여 96well plate에 옮긴 다음 540nm에서 microplate reader를 이용

하여 흡광도를 측정하 다.

다. 간 기능 관련 생리활성 측정 (해독작용 - Glutathione S-transferase 측정)

  정유의 해독작용 정도를 측정하기 위하여 간의 중요 해독기전 중의 하나인 

GST(glutathion - S - transferase)의 활성을 측정하였다. 조제된 반응시약에 대조구로 추

출물이 제외된 반응액을 대조구로 하였으며, 각 추출물을 농도별로 첨가하여 37℃에서 5분간 

반응시킨 다음 기질로서 1-chloro-2,4dinitro benzene을 첨가한 후 다시 37℃에서 2분간 

반응시켰다. 반응후 20% TCA

를 가하여 반응을 종결시키고 원심분리한 후 상등액을 340 nm

에서 흡광도를 측정한 뒤 다음과 같이 GST의 specific activity와 활성률을 계산하 다.

 

           Total activity (units) = (A340/9.6) × 희석배수 × (3ml/0.1) × crude extract(㎖)

           Specific activity ( units/㎖ protein ) = total activity / total protein

           활성율 (%) = specific activity test / specific activity control × 100

라. Angiotensin Converting Enzyme (ACE) 억제 활성

  Hippuryl-L-histidyl-L-leucine(HHL) → Hippuric acd(고혈압 유발) + His-Leu 

Angiotensin Converting Enzyme(ACE)

 증류수에 50 ㎕(또는 시료)에 Hip-His-Leu 100 ㎕를 첨가하여 37℃에서 5분간 방치한다

(Blank를 만들기 위해 1N HCl 0.25 ㎖를 첨가한 test tube 2개를 준비). ACE 효소액 150 ㎕ 

첨가 후 37℃에서 1시간 방치한다. 1N HCl 0.25 ㎖ 첨가하여 방응을 정지시킨다. Ethyl 

acetate 3 ㎖를 첨가한 후 15초간 잘 섞은 후 2,500 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상등액 1 
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㎖를 취한다. Oil bath 140℃에서 15분간 건조한 후 1M NaCl 3 ㎖를 첨가하여 용해시킨 후 

228 nm에서 흡광도를 측정한다.

         Ec - Es

저해율(%) = [ 1 - ( ----------- ) ] × 100

          Ec - Eb

                            Ec : 시료 대신 증류수 첨가시의 흡광

                            Es : 시료 첨가시의 흡광도

                            Eb : 반응 정지 후 시료 첨가시의 흡광도

마. α-glucosidase 억제 기능 탐색

 생체 내에서 혈당 상승의 결정적인 역할을 하는 α-glucosidase를 이용하여 실험을 수행하

다. 먼저 효소를 10 mM PIPES buffer에 용해시켜 효소액을 제조하고 20 mM maltose와 각 

추출물을 농도별로 혼합한 후 37℃에서 20분간 배양한다. 반응액 60 ㎕에 1 ㎖ DNS 시약을 

첨가하고 100℃ 물에서 열탕 처리(10 min)하여 반응을 정지시킨 후에 550 nm에서 흡광도를 

측정하여 효소 반응로 생성된 환원당을 정량하여 각 추출물을 처리하지 않은 대조구와 비교

하여 효소활성 저해율을 계산하 다.

2. 결과 및 고찰

가. 암세포 생육 억제 활성 및 세포 독성 측정

 Table 17는 단리화합물의 세포독성을 나타낸 것이고 FRD-Ⅰ이 16.5%, FFE-Ⅰ이 12.8%, 

FWE-Ⅰ이 13.2%의 세포독성을 나타내었다.

  Fig 58, 59은 팔손이의 부위별 단리 화합물의 암세포 생육 억제 및 선택적 사멸도를 나타

낸 것으로 FRD-Ⅰ이 MCF-7에서 54.8%를 나타내었고 Hep3B에서 54.4%의 암세포 생육억제

와 각 2.0이상의 암세포 선택적 사멸도를 나타내었다.
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Table 17. Cytotoxicity of fraction extracts of Fatsia Japonica on the human 

normal cell, HEL299

Sample
Dose

(mg/ml)

Cell line

HEL299

FRD-Ⅰ

0.2 7.3

0.4 9.2

0.6 11.3

0.8 14.2

1.0 16.5

FFE-Ⅰ

0.2 6.4

0.4 7.2

0.6 9.4

0.8 11.2

1.0 12.8

FWE-Ⅰ

0.2 5.7

0.4 7.4

0.6 9.1

0.8 10.3

1.0 13.2
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 Fig. 58. Inhibtion ratio of growth of MCF-7 (bar chart, %) and selectivity (line 

chart) in adding the fraction extracts in Fatsia japonica
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  Fig. 59. Inhibtion ratio of growth of Hep3B (bar chart, %) and selectivity (line 

chart) in adding the fraction extracts in Fatsia japonica
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나. 면역증진 활성 측정

 또한 Fig. 60, 61는 팔손이의 부위별 단리 화합물의 면역 세포의 생육 증진 효과를 살펴본 

것으로 뿌리의 단리화합물인 FRD-Ⅰ의 생육 증진 효과가 가장 높은 154%를 나타내는 것을 

확인하 다. 또한 열매의 단리화합물인 FFE-Ⅰ과 목부의 단리 화합물인 FWE-Ⅰ이 142%와 

129%의 생육 증진 효과를 나타내는 것을 확인하 다.

 

  Fig. 60. The growth of human T cell(Jurkat) in adding the fraction extracts in 

Fatsia japonica.
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   Fig. 61. The growth of viable cell density of human immune T-cells in adding 

the fraction extracts in Fatsia japonica
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다. 

간 기능 관련 생리활성 측정 (해독작용 - Glutathione S-transferase 측정)

  Fig. 62는 분획후 분리 정제한 화합물에 의한 간기능 활성도를 나타낸 그래프이

다. 각 화합물의 활성도는 FFE-1 화합물과 비교하여 FEW-1 화합물이 유사한 활성

도를 나타내는 것을 확인할 수 있다. 가장 높은 활성도를 나타내는 FRD-1은 뿌리 

추출물로 유의적인 활성을 나타내고 있다.

 앞선 팔손이 부위별 추출물의 생리활성 결과에서 근피의 활성이 타 부위에 비해 15%까지 

높게 나타나고 있다. 이와 비교하여 뿌리의 단리 화합물인 FRD-1이 높은 활성이 나타나는 

것은 뿌리 부위의 활성 증진 성분인 것으로 사료되어 진다.
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Fig. 62. The enhancement of glutathione-S-transferase activity in adding the 

fraction extracts in Fatsia japonica
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라. 

Angiotensin Converting Enzyme (ACE) 억제 활성

   혈압상승의 주요 기작은 renin angiotesin system으로 angiotensin converting enzyme은 

renin에 의해 생성된 angiotensin으로부터 C-말단의 dipeptide를 가수분해시킴으로서 강력한 

혈관수축작용을 갖는 angiotensin를 합성하는 마지막 단계에 관여하는 효소이다. 생성된 

angiotensin은 강력한 혈관수축작용을 가지고 aldoxterone 의 분비를 촉진함으로써 물과 

sodium의 배설을 억제하며 또한 혈관이완 작용을 가진 bradykinin을 불활성화시켜 결과적으

로 혈압을 상승시키는 역할을 한다. 따라서 ACE를 저해시키면 혈압상승을 억제할 수가 있기 

때문에 ACE의 억제활성을 살펴보았다. Fig. 63 은 각각의 분획과정을 거쳐 분리 정제된 화

합물로 활성을 살펴보았다. 앞선 다른 생리 활성 실험의 결과와 유사하게 근피와 열매에서 

추출된 FRD와 FFE 화합물이 가장 높은 활성을 보이는 것을 확인할 수 있었으며 특히 
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FRD-1 화합물은 다른 화합물에 비해 약 20% 이상의 활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었

으며 특히 FRD 화합물이 43% 정도의 활성을 나타내었다.

Fig. 63. Inhibition of Angiotension Converting Enzyme activity in adding the 

fraction  extracts of Fatsia japonica
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마. 

α-glucosidase 억제 기능 탐색

  Fig. 64 는 혈당강하 실험의 결과를 나타낸 것으로 팔손이 각 부위의 용매별 추출물에 의

한 활성을 살펴보았다. 각 추출물은 농도에 따라 유의적으로 활성이 증가하는 것을 확인할 

수 있었으며 FRD 화합물은 1 g/l의 농도에서 최대 35%이상의 활성이 나타나는 것을 확인 

할 수 있었으며 최저 농도인 0.2 g/l에서는 18%정도로 다른 부위의 단리 화합물에 비교하여 

상당히 높은 활성을 나타내는 것을 확인 할 수 있었다. 
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Fig. 64. Inhibition effect on Hypoglycemic activity in adding the fraction extracts 

from fatsia japonica
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제 6 절 팔손이나무의 기내 배양 확립 및 대량생산 시스템 개발

1. 실험내용

가. 팔손이나무 채종의 무균 배양

1) 채종 관리 및 무균발아 

 종자는 각기 채종한 모본과 번호를 같게 하여 전남대학교 자원보존연구소에 보관하며 그 중 

일부는 전남대학교내 약대 약초원 및 하우스의 포장에서 파종 관리하며, 필요할 경우 종자의 

일부를 조직배양을 위한 모본식물로 이용하 다. 종자의 무균발아는 무균처리 후 자연발아나 

embryo 적출 후 적정 호르몬의 처리로 촉진 발아시켰다.

 팔손이 종자 표면살균은 종자를 약1∼2시간정도 streaming을 행한 후에 70% Ethanol에 3분 

정도 살균하 고 이후 5% NaOCl에 4분정도 살균하 다. 멸균수에 3회이상 세척하여 살균액

이 남아있지 않도록 제거하 으며 무균상태에서 건조시킨 후 MS배지에 치상하 다.

2) 현탁세포 배양확립

 탈분화된 현탁배양세포의 유도는 무균 발아된 유식물을 약 1㎝의 크기로 절단한 다음 MS, 

B5, 및 WP 기본배지에 호르몬 Auxin(2,4-D, NAA, IAA)과 cytokinins(BA, BAP, kinetin)을 

working concentration 범위내에서 조합하여 조성한 고체배지에 치상하고 4주 이상 배양조건

과 동일한 액체배지에 일부를 이식하여 액체진탕배양한다. 배양세포는 2주 간격으로 새로운 

배지에 옮겨 계대배양을 하며 필요에 따라서는 배지조성과 배양조건을 달리하여 배양한다. 

한편, 필요에 따라서는 배양한 시료는 생중량을 측정하고 동결건조하여 건중량을 측정하며, 

건조시료 중 일부는 성분분석을 위한 시료로 사용한다.

3) 캘러스, 부정근 및 모상근 유도 및 배양

 무균 유식물의 잎, 줄기 및 뿌리 조직을 절편화하고 auxis과 cytokinins를 단독 또는 조합으
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로 설정한 배지를 사용하여 캘러스의 유기 및 생장률을 측정하고, 아울러 부정근을 유도, 생

장시키는 최적조건을 조탐색하 다. 탐색된 조건을 기초로 호르몬과 각종 배지 구성요소를 

fine tuning하여 최적의 생장조건을 규명하 으며 팔손이 callus 및 부정근 유도는 발아 후 

약 2주에서 3주정도 된 팔손이 식물체의 첫 번째와 두 번째 잎을 사용하 다.

나. 팔손이나무의 줄기 정아(액아) 배양

1) 팔손이 줄기 절편의 정아(액아)로부터 신초의 증식

 팔손이(Fatsia Japonica DECNE. et Planchon)의 액아부분을 포함한 줄기를 15∼20 ㎝의 크기

로 절단하여 흐르는 물에 충분히 수세하 다. 원료를 무균상에서 70% 에탄올에 3분, sodium 

hypochlorite에 6분 정도 침적하여 표면살균한 후 멸균수로 3회 이상 세척하고 멸균된 여과지

로 물기를 제거한 후 1.0 ㎝∼ 1.5 ㎝ 크기로 절단하여 3% sucrose만을 포함한 MS고형배지

(0.3% gelite, pH 5.8)에서 24시간 배양하 다. 신초를 유도하기 위하여 MS기본배지에  

Cytokine BA(Benzyl Adenine)와 식물호르몬 NAA(Naphthalene acetc acid), 

IAA(Indoleacetic acid), 2,4-D(2,4-Dichlorophenoxy acetic acid)를 표-1. 과 같이 조합하여 처

리하 다. 모든 배지는 3%의 sucrose 와 0.3% gelite를 첨가한 후 pH를 5.7∼5.8로 조절하여 

121℃에서 20분간 고압습윤 멸균처리 하 다. 표면살균 처리된 팔손이의 액아부분이 포함된 

줄기절편을 무균조건하에서 0.5 ㎝∼ 1.0㎝ 크기로 절단한 다음 신초 유도배지에 치상하여 온

도 25±1℃의 암조건에서 배양하고 약 4∼5주 후 신초가 유기되었다.

2) 팔손이 줄기의 액아에서 증식된 신초로부터 발근유도

 신초로부터 발근을 유도하기 위하여 MS기본배지에 식물호르몬 IBA(Indole butylic acid)를 

농도별로 조합하여 처리하 다. 모든 배지는 3%의 sucrose 와 0.3% gelite를 첨가한 후 pH를 

5.7∼5.8로 조절하여 121℃에서 20분간 고압습윤 멸균처리 하 다. 발근 유도배지에 신초를 

치상하여 온도 25±1℃의 암조건에서 약 5주 동안 배양하 다.
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다. 생물반응기의 선발 및 운

  부정근 생장에 적절한 생물반응기를 선정하기 위해서 4가지 형태의 생물반응기를 

비교하였다. 실험에 사용된 생물반응기의 용적은 5L의 cylinder, balb, balloon, 

cone형태이며, 배지는 변경된 MS배지에 NAA 2.0mg/, Sucrose 50g/L을 4L첨가하

여 사용할 것이다. 또한 20L bulb형태의 하부의 column의 길이에 따른 생장을 조사

하기 위하여 8cm, 16cm롤 각각 근주입량, 분사기 (sparger)의 직경 및 pore size를 

조절하고 그에 따른 산소 전달계수를 산출하였다.

 공기 주입량은 압축공기를 이용하여 0, 0.5, 0.1, 0.3 및 0.05-0.3(0.05로 시작하여 

부정근의 생장에 따라 점진적으로 0.3까지 증가) vvm으로 처리하고 분사기의 직경

은 1.5, 3.0, 5.0, 8.0cm로 하였으며, pore의 크기는 15, 30, 60μm로 달리하여 배

양한 후, 부정근의 생장을 조사하였다.
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2. 결과 및 고찰

가. 팔손이나무 채종의 무균 배양 결과

1) 팔손이나무의 종자발아

 팔손이나무의 무균 배양 확립을 위하여 기내 무균 종자 발아를 시켰다. 70% Ethonal과 5% 

Sodium hypochlorite solution을 이용하여 표면살균하고 멸균수에 3회 이상 세척한 후 MS배

지에 치상하여 발아를 유도하 다. Fig. 65. 는 팔손이 나무의 발아 상태를 나타낸 그림이다.

 파종 약 3주 후에 발아되었으며, 발아율은 80%로 나타났다. 

Fig. 65. 팔손이 종자 발아

2) 캘러스 유도 및 배양 조건 확립

 무균 발아된 유식물의 잎을 1㎝2 크기로 절단하여 Auxin(2,4-D, NAA, IAA)과 

cytokinins(BA, BAP, kinetin)을 조합하여 MS고체배지에 치상하 다. 그 결과 약 5주 후에 

BA 1mg/l와 NAA 2mg/l, kinetin 0.5mg/l과 2,4-D(1 또는 2)mg/l를 첨가한 배지에서 유백색

의 캘러스를 형성하 다. 반면, kinetin 1mg/l과 2,4-D(1 또는 3)mg/l를 조합한 배지에서는 

갈색의 캘러스가 유도되었다. 또 BA 1mg/l와 NAA 1mg/l에는 캘러스와 함께 약간의 부정근
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이 형성되었다. BA 1mg/l와 NAA 2mg/l와 kinetin 1mg/l과 2,4-D 2mg/l에서 가장 좋은 유

도율을 보 으며 다양한 호르몬을 처리하여 MS 기본배지에 치상하 다.

 캘러스는 전반적으로 노란색(미색)를 띄고 있으며 비교적 단단한 특징을 나타냈다. 같은 조

건의 호르몬 배지에서 일부는 Fig 66.에서와 같이 약간의 부정근을 형성하 다. 그러나 이 부

정근이 자라면서 다시 캘러스화 되었다. 

  Table 18. 팔손이 잎절편을 이용하여 부정근 유도율을 조사. (단위 : mg/l)

BA Kinetin 2,4-D NAA IAA color callus induction 
frequence(%)

0.5 1 -

0.5 2 yellow 73

0.5 3 yellow 61

0.5 1 dark yellow 63

0.5 2 yellow 74

0.5 3 yellow 71

1 1 light yellow 78(R)

1 2 light yellow 80

1 3 light brown 69

1 3 brown yellow 71

2 0.5 light yellow 78

2 1 dark yellow 70

0.5 1 light yellow 62

0.5 2 light yellow 68

0.5 3 brown yellow 72

1 1 brown yellow 70

1 2 yellow 80

1 3 brown yellow 73

    - : no response

    R : adventitious root
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Fig. 66. 팔손이의 잎절편으로부터 캘러스 유도.

3) 팔손이나무의 부정근 유도

 캘러스 유도와 같은 방법으로 무균 발아된 유식물의 잎을 1㎝2 크기로 절단하여 

Auxin(2,4-D, NAA, IAA)과 cytokinins(BA, BAP, kinetin)을 조합한 MS고체배지에 치상하

다. 그 결과 전반적으로 부정근의 발생은 매우 느리게(치상 5주 후) 이루어졌고 그 중에서

도 IAA 3mg/l(69%), NAA 3mg/l(71%), BA 0.5mg/l+NAA 1mg/l(70%)에서 부정근이 잘 유

도되었다. 이 중 NAA 3mg/l에서 가장 높은 형성율을 보 다. 그 외의 조건들에서도 부정근

이 유도되었으나 유도율이 현저히 떨어지거나 자라면서 갈변하 다. NAA 3mg/l과 BA 
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0.5mg/l+NAA 1mg/l, IAA 3mg/l에서 부정근이 잘 유도되었으며 다양한 호르몬을 처리하여 

MS기본배지에 치상하 다.

 Fig. 67.에서와 같이 팔손이나무 절편을 호르몬 조합배지에 치상한 약 5주 후, 처음에는 캘

러스가 먼저 형성되었고 그 다음 2주 후에 부정근이 형성되었다. Fig. 67. A의 경우는 캘러스

를 형성하지 않고 바로 부정근이 형성되었다. 

      Table. 19. 팔손이 잎절편을 이용하여 부정근 유도 (단위 : mg/l)

BA 2,4-D NAA IAA
adventitious root 

induction frequence(%)

1 49

2 50

3 69

1 -

2 46

3 71

0.5 1 30

0.5 2 -

0.5 3 -

0.5 1 70

0.5 2 -

0.5 3 32

  

        - : no response
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Fig. 67. 팔손이 부정근을 유도를 나타내는 사진.

나. 팔손이나무의 줄기 정아(액아) 배양

  1) 팔손이나무의 정아로부터 신초의 유도

  팔손이나무의 대량증식을 위하여 정아부분을 채취하여 살균처리 하 다. 70% Ethanol과 

5% Sodium hypochlorite solution을 이용하여 표면살균하고 멸균수에 4회 이상 세척한 후 

MS배지에 치상하여 1∼2일 정도 오염여부를 확인하 다. 오염되지 않은 부분을 확인하고 식

물생장조절제를 첨가한 배지에 치상하여 정아부분을 증식 시켰다. 치상 후 약 8주 후에 증식

하 다. 

    

Fig. 68. 팔손이 정아 배양

BA
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  2) 신초로부터 발근의 유도

 신초로부터 발근을 유도하기 위해 IBA를 0.1, 0.25 그리고 0.5mg/L 농도로 처리하여 암조건

에서 약 5주 동안 배양하 다. 그 결과 처음에는 신초당 2∼3개에 불과하 으나, 이후 부정근

의 형성이 빠른 속도로 진행되었으며 초기에 형성된 부정근보다 성장 상태가 양호하 다. 조

직 배양에서 반복적인 계대배양은 줄기의 재 유령화를 촉진하는 것으로 알려져 있고 팔손이

도 이와 유사한 결과를 보 다. 성숙목의 기내배양에서 root 유도의 향상은 재유령화 정도를 

나타내는 지표가 되는데 이러한 재유령화는 배지에 처리된 cytokine의 향으로 알려져 있다. 

한편 IBA 0.5 mg/L와 1 mg/L 처리구 모두에서 발근율은 비슷하 으나, 길이생장에 있어서 

큰 차이를 보 다. 즉, 0.5 mg/L IBA 처리구에서 보다 길이생장이 빠르게 이루어졌다. 

   

Fig. 69. (a) Root development of microshoot induced from axillary bud of Fatsia 

japonica on MS medium supplemented 0.5mgl-1 IBA

        (b) Root proliferation on MS medium containing 0.5mgl-1 after 6 weeks.  3) 팔손이나무의 정아배양 조건 확립

  오염이 없는 정아부분을 포함한 줄기를 1cm2 크기로 절단하여 Auxin(2,4-D, NAA, IAA)

과 cytokinin(BA)을 첨가한 MS고체배지에 치상하 다. 그 결과, 약 8주 후에 0.5mg/L BA와 

2mg/L IAA를 첨가한 배지에서 shoot가 가장 잘 유도 되었다. 그 외 다른 호르몬을 첨가한 

배지에서는 shoot가 조금씩 형성 되었으며, 유백색의 캘러스만을 형성하기도 하 다. 
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Table 20.  팔손이나무의 정아부분을 채취하여 shoot 유도. (단위 : mg/L)

다양한 호르몬을 처리하여 MS 기본배지에 치상.

Plant growth regulators(mg/L) Shoot 

induction(%)BA IAA NAA 2,4-D

0.5 1 -

0.5 2 25%

0.5 3 C

0.5 1 25%

0.5 2 C

0.5 3 -

0.5 1 C

0.5 2 50%

0.5 3 -

 - : no response,  C : Callus

   

   Fig. 70. 팔손이나무의 정아부분에서 shoot 성장(약 45일 정도 배양한 shoot).  
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다. 생물반응기의 선발 및 운

1) 고체배지에서부터 고체배지로 옮김

 유도된 팔손이 부정근을 NAA(3 ml/L), sucrose 3% 첨가된 MS고체배지에 치상하여 암상태

에서 배양하 다. 4-5주 배양 후 팔손이 부정근을 고체배지에서부터 액체배지로 옮겼다.

(Fig. 71 / Fig. 72)

Fig. 71. 고체배지에서 배양한 팔손이 부정근

Fig. 72. 액체배지에서 배양한 팔손이 부정근
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2) 액체배지에서의 배양

 액체배지로 옮길 때에는 호르몬농도를 1/2로 즉 NAA(1.5 ml/L)로 낮추었다. NAA(1.5 

ml/L), sucrose 3% 첨가된 MS액체배지는 100 ml 삼각flask에 각각 30 ml씩 분주하 고 고

체배지에서의 팔손이 부정근을 2-3 cm크기로 2-4개/삼각flask 로 옮겨 shaking(100 rpm)조

건하에서 암배양하 다. 액체배지에 옮긴 후 3-4주를 주기로 Subculture 해주었다. 

계속 Subculture 해주면서 일정한 크기로 생장하여 직경이 약 3cm인 크기로 생장하면 중간

부위 진한 갈색부위는 제거하고 일부는 3-4 개로 나누어 하나씩 각각 100 ml 삼각flask에 배

양하고 일부는 2개로 나누어  250 ml 삼각flask에 접종하 다. 250 ml 삼각flask에는 같은 조

건의 액체배지를 70 ml씩 분주하 다.

 같은 방법으로 계속 Subculture해주면서 5-6주 지난 후 250 ml 삼각flask 2-3개의 팔손이 

부정근을 3L Reactor(같은 조건의 배지를 2L씩 분주하 다.)에 옮긴 후 암상태에서 대량배양 

하 다. 

Fig. 73. Reactor에서 배양한 팔손이 부정근

3) 팔손이 부정근의 색깔

배양과정에서 관찰한 결과 팔손이의 부정근은 갈색, 옅은 갈색, 옅은 노란색 등 3가지의 색으

로 관찰되었다. 
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4) 팔손이 부정근의 모양

같은 배지 조건에서 배양을 하 음에도 부정근의 모양이 각각 다르게 형성 되 다. 부정근 

길이가 길고 가늘게 형성되는가 하면, 캘러스 덩어리와 함께 부정근이 짧게 형성되기도 하고, 

캘러스는 형성되지 않고 부정근만 길이가 짧고 굵게 형성되기도 한다. (Fig. 74)

이것은 유전자 Phenotype 에 따라 나타나는 현상으로 보여진다. 

Fig. 74. 팔손이 부정근의 모양.
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제 7 절 대상 조직 배양체들의 배양 공정별 활성 비교 및 유용 생

리활성 탐색

1. 실험내용

가. 팔손이의 부정근의 추출 및 농축

1) 부정근의 추출 및 농축

 
  팔손이의 부정근 배양체는 채종 배양체 (SH Media-1), 정아 배양체(SH Media-2), 정아의 

reactor에서의 대량배양체(B5 Media)를 배양배지를 제거하기 위해 충분히 수세하여 열풍건조 

후 분쇄한 후 수직 환류 냉각기가 부착된 추출 flask에 시료 중량에 대한 10배의 물과 에탄

올을 사용하여 95℃와 65℃ 에서 12시간 동안 2회 반복 추출하 다. 얻어진 각각의 추출물들

은 감압 여과장치로 여과하여 농축 후 동결건조 한 뒤에 각각의 수율을 계산하 다.

나. 암세포 생육 억제 및 세포 독성 측정

1) 세포주 및 배지조성

본 실험에 이용된 세포주는 암세포로 인간 간암세포인 Hep3B(hepatocellular carcinoma, 

human), 인간 유방암세포인 MCF7(brest adenocarcinoma, pleural effusion, human)을 사용하

고, 시료 자체의 세포 독성을 알아보기 위한 정상세포로는 인간 폐세포인 HEL299(Lung 

nomal, Human)을 사용하 다. 실험에 사용된 세포들 중 Hep3B, MCF7은 DMEM배지를 

HEL299는 RPMI 1640배지에서 10% heating- inactivated FBS(fetal bovin serum)으로 적응

시켜 배양하 다. 
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2) SRB assay

SRB (sulforhodamine B)assay는 세포 단백질을 염색하여 세포의 증식이나 독성을 측정하는 

방법으로 실험 대상 세포인 Hep3B, MCF7(10% FBS, DMEM배지) 농도를 4∼5×104 cell/㎖

으로 96 well plate의 각 well에 100㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배지  (37℃, 5% CO2)한 후, 

각각의 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ㎎/㎖로 100 ㎕씩 첨가하여 48시간 배양하 다. 

배양이 완료 된 후에 상등액을 제거하고 차가운 10%(w/v) TCA(tri chloroacetic acid) 100 

㎕를 가하여 4℃에서 1시간동안 방치한 후 증류수로 4∼5회 세척하여 TCA를 제거하고 실온

에서 plate를 건조한 뒤 각 well에 1%(v/v) acetic acid에 녹인 0.4%(w/v) SRB용액을 100 ㎕

씩 첨가하고 상온에서 30분동안 염색시켰다. 결합되지 않은 SRB 염색액은 1% acetic acid로 

4∼5회 정도 세척, 건조시킨 후에 10 mM Tris buffer 100 ㎕를 첨가하여 염색액을 녹여낸 

후 540 nm 에서 microplate reader를 이용하여 흡광도를 측정하 다. 

3) MTT assay

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoilum bromide) assay는 생세포내 미토

콘드리아의 dehydrogenase에 의해 생성되는 파란색 formazan 측정을 통해 세포의 증식이나 

독성을 조사하는 방법으로 실험 대상 세포인 HEL299(10% FBS, RPMI 1640 배지)의 농도를 

4∼5×10
4 cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900 ㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양

(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 g/ℓ로 100 ㎕ 씩 첨가하여 48

시간 동안 다시 배양하 다. 배양한 후, 100 ㎕의 MTT(50 ㎎/㎖) 용액을 첨가하여 4시간 동

안 배양하여 formazan을 형성시킨 후, DMSO 900㎕를 첨가하여 formazan을 녹인 후, 각 

well에서 100 ㎕씩 취하여 96 well plate에 옮긴 다음 540 nm에서 microplate reader를 이용

하여 흡광도를 측정하 다.

4) Selectivity 측정

MTT assay를 이용하여 정상 세포에 대한 각 sample 농도에서 세포독성을 측정하고, 또한 
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SRB assay를 이용하여 각 암 세포주의 생육 억제 활성을 측정한 후 각 농도에서의 세포 독

성에 대한 암세포 생육 억제 활성의 비로 selectivity를 계산한다.

       

             Selectivity = 암세포 생육 억제 활성 / 정상 세포에 대한 세포 독성

다. 면역 증진 및 cytokine 분비량 측정

면역 기능 증강 효과는 인간 면역 세포인 T cell(Jurkat)과 B cell(Raji)을 이용하여 검증하

다. 세포의 생육은 10% FBS를 함유하는 RPMI 1640 배지에서 5% CO2, 37℃에서 배양하

으며, 면역 기능 증강 효과는 MTT assay로 생육 증강도를 측정하는 방법을 사용하 다. 

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide)assay는 생세포 내 미토콘

드리아의 dehydrogenase에 의해 생성되는 파란색 formazan측정을 통해 세포의 증식이나 독

성을 조사하는 방법으로 실험 대상 면역 세포인 Jurkat과 Raji(10% FBS, RPMI 1640 배지)

의 농도를 4∼5×10
4cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900㎕씩 첨가하여 24시간 동

안 배양(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료를 최종농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0㎎/㎖로 100 ㎕씩 첨가

하여 48시간 동안 다시 배양하 다. 배양한 후, 100㎕의 MTT(50㎍/㎖) 용액을 첨가하여 4시

간 동안 배양하여 formazan을 형성시킨 후, DMSO 900㎕를 첨가하여 formazan을 녹인 후, 

각 well에서 100㎕씩 취하여 96well plate에 옮긴 다음 540nm에서 microplate reader를 이용

하여 흡광도를 측정하 다.

Cytokine은 IL-6와 TNF-α의 정량을 Chemicon(USA)사의 IL-6와 TNF-α 정량 kit를 사용하

여 측정하 다. 세포의 농도를 4∼5 × 104 cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate에 900 

㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양(37℃, 5% CO2)시킨 후 시료의 최종농도를 1.0 g/ℓ로 100 

㎕씩 첨가하여 다시 배양(37℃, 5% CO2)하 다. 배양배지를 원심분리기를 이용하여 상층액을 

취한 다음 450 nm에서 흡광도를 측정하여 얻어진 O.D값을 표준물질을 이용해 작성한 표준

곡선과 비교하여 cytokine의 양을 측정하 다.
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라. NK 세포의 면역증진효과

ATCC로부터 분양 받은 NK-92MI cell을 α-MEM배지에 2 mM L-glutamine, 0.2 mM 

myoinositol, 20mM folic acid, 10-4M2-mercaptoethanol, 12.5% fetal bovine serum(FBS)와 

12.5% horse serum(Myelocult)에 2×107 cells/㎖의 농도로 희석시켜 이용하 다.

  인간 T세포와 B세포를 T-25 Flask에 배양하면서 sample을 투여한 후 증식정도를 관찰하

면서 3∼4번의 계대 배양 후 세포를 원심분리하여 상층액을 취하 다. NK-92MI cell을 

24well plate에 4∼5×104 cells/㎖로 900 ㎕씩 분주하고 24시간 후 상층액을 각 plate에 100 ㎕

씩 투여하여 배양 48시간 후 NK-92MI cell의 활성도를 cell counter를 이용하여 생세포수를 

이용하여 NK-92MI cell의 활성도를 측정하 다.

마. 세포 분화도 측정

  세포 분화 측정에 사용된 세포주는 인간 전과립 세포(human promyelocytes; HL60)를 사

용하 고 ATCC(American Type Culture Collection)에서 구입하 으며 RPMI 1640배지에 

10% heat inactivated FBS(fetal bovin serum)으로 36.5℃, 5% CO2 incubator에서 배양하

다. 세포분화의 정량적인 수치를 측정하기 위해 세포의 농도가 4∼5×10
4
 cells/㎖로 포함된 배

지를 24 well plate에 900 ㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양하 다. Sample을 농도별로 100 

㎕씩 첨가하여 24시간 다시 배양하 다. 이것을 24시간 간격으로 배양하면서 배지를 

pippeting 하여 15㎖ C-Tube에 옮겨 320 xg에서 10분간 원심분리 하 다. 배지를 제거한 후 

0.1% Triton x-100을 200 ㎕씩 첨가한 후 incubator에서 30분간 용해하 다. 용해된 solution 

20 ㎕를 96 well plate에 옮긴 후 3 ㎎/㎕의 4-nitrophenyl phosphate가 든 50 mM acetate 

buffer(pH 5.0)를 100 ㎕씩 넣은 후 37℃에서 1시간 동안 반응시켰으며 반응 정지를 위해 

0.1N NaOH 100 ㎕를 첨가한 후 ELISA Leader로 504 nm에서 흡광도를 측정하 다.
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바. Microphysiometer를 이용한 생리활성 측정

세포의 팔손이 추출물에 대한 세포의 대사(산화)활성도의 향을 측정하기 위하여 

Microphysiometer (Molecular Devices, USA)를 사용하 다. Microphysiometer는 약물에 대

한 세포의 산도변화를 측정하는 장비로 1회용 capsule 안쪽의 다공성 여과 막 사이에 세포를 

놓고 관심대상의 약물을 cell chamber안에 유입시키면서 제한된 시간 내에 배양한다. 이때 

세포의 대사활성도의 변화는 산성물질의 방출속도 변화의 결과를 반 하며, 이 신호를 

silicon sensor는 전기신호로 바꾸어 해석한다. 한편, 약물에 대한 세포의 향을 측정하는 일

반적인 방법인 MTT assay나 SRB assay는 측정에 소요되는 시간이 3일 정도가 걸리나 

Microphysiometer로 측정하면 약물투여 후 세포의 변화를 초(sec)단위 혹은 분(min) 단위로 

곧바로 나타내기 때문에 시간절약 면에서 효율적이며, 3일 동안 일어날 수 있는 세포오염이

나 세포 염색을 하기 전 상등액 제거 시에 세포의 유실에서 오는 실험오차도 극복할 수 있어

서 보다 정확한 실험결과를 얻을 수 있는 장점이 있다. 또한 실험 값은 실시간으로 컴퓨터 

화면에 나타나는 장점이 있다. 그래서 Microphysiometer의 측정을 통해 MTT assay나 SRB 

assay를 측정할 때 비교 값으로 사용된다.

따라서, Microphysiometer의 측정은 본 논문에서 항암 활성 및 면역증강, 신경세포의 일반적

인 측정 결과와 비교되었고, 세포에 대한 팔손이 추출물의 시간별 활성도 변화를 측정하 다.

1) 측정조건

Pump cycle은 total cycle time이 2분으로 하여 최종 측정되는 시간(start slope 

measurement(1min 28sec) → stop slope measurement (1min 58sec))은 30초로 하 다. 그리

고 측정된 수치의 표시는 약물투여 전에 running buffer만을 흘려보내면서 측정된 값이 일정

하게 유지되어지는 임의의 선으로 baseline을 설정하고 이것을 100%로 하여 이 baseline값에 

대한 %로 표현하 다.

2) 접착성 세포의 측정

Adherent cell은 실험 1일전, capsule에 옮겨 안정화시켰다. Plate속에 있는 capsule cup에 

3×105 cells/㎖의 농도로 세포를 투여하여 27℃, 5% CO2의 incubator에서 24시간 안정화시킨 



- 141 -

다음 측정할 때 spacer, insert를 차례로 넣은 후, plate 속에 들어있는 capsule cup만을 

sensor chamber에 장착하여 측정한다. 이때 running buffer는 세포의 growth medium으로 

하 으며, 본 실험에서는 인간 폐암세포인 AGS(stomach adenocarcinoma, human) 와 신경세

포주인 PC12(Pheochromocytoma) 를 이용했으며 running buffer로 RPMI 1640배지를 사용하

다.

3) 부유성 세포의 측정

Non-adherent cell은 측정시 세포가 고정되지 않아 agarose로 고정을 시켜 측정하 다. 

Beaker속 20 ㎖ 증류수를 70℃ 이상에서 hot plate를 이용하여 가열(microwave, Heating 

block등도 사용)하여 agarose가 녹을 때까지 약 2분간 Agarouse Vial을 물 속에 넣는다. Vial

을 37℃ water bath 나 Incubator에 옮기고, 세포용액을 모아서 centrifugation을 하여 부유물

을 제거하고 난 후에 세포를 5×106 cell/㎖의 농도로 만든 다음 이 세포액과 agarouse를 3 : 1로 

혼합하여 10 ㎕ 만 capsule cup에 넣고 굳힌 다음, 마른 capsule cup에 spacer와 Insert를 넣어 

측정할 때 plate 속에 들어있는 capsule cup만을 sensor chamber에 장착하여 측정하 다. 본 실

험에서 측정된 세포로는 인간 면역세포인 T cell(Jurkat)을 이용하 고, running buffer로 RPMI 

1640 배지를 사용하 다.

사. 간기능 관련 생리 활성측정(해독작용 - Glutathione S-transferase 측정)

정유의 해독작용 정도를 측정하기 위하여 간의 중요 해독기전 중의 하나인 GST(glutathion 

- S - transferase)의 활성을 측정하 다. 조제된 반응시약에 대조구로 추출물이 제외된 반응

액을 대조구로 하 으며, 각 추출물을 농도별로 첨가하여 37℃에서 5분간 반응시킨 다음 기

질로서 1-chloro-2,4dinitro benzene을 첨가한 후 다시 37℃에서 2분간 반응시켰다. 반응후 

20% TCA를 가하여 반응을 종결시키고 원심분리한 후 상등액을 340 nm에서 흡광도를 측정

한 뒤 다음과 같이 GST의 specific activity와 활성률을 계산하 다.

 

Total activity (units) = (A340/9.6) × 희석배수 × (3ml/0.1) × crude extract(㎖)

Specific activity ( units/㎖ protein ) = total activity / total protein

활성율 (%) = specific activity test / specific activity control × 100
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아. Angiotensin Converting Enzyme (ACE) 억제 활성

 

Hippuryl-L-histidyl-L-leucine(HHL) → Hippuric acd(고혈압 유발) + His-Leu Angiotensin 

Converting Enzyme(ACE)

증류수에 50 ㎕(또는 시료)에 Hip-His-Leu 100 ㎕를 첨가하여 37℃에서 5분간 방치한다

(Blank를 만들기 위해 1N HCl 0.25 ㎖를 첨가한 test tube 2개를 준비). ACE 효소액 150 ㎕ 

첨가 후 37℃에서 1시간 방치한다. 1N HCl 0.25 ㎖ 첨가하여 방응을 정지시킨다. Ethyl 

acetate 3 ㎖를 첨가한 후 15초간 잘 섞은 후 2,500 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상등액 1 

㎖를 취한다. Oil bath 140℃에서 15분간 건조한 후 1M NaCl 3 ㎖를 첨가하여 용해시킨 후 

228 nm에서 흡광도를 측정한다.

                     Ec - Es

저해율(%) = [ 1 - ( ----------- ) ] × 100

                  Ec - Eb

 Ec : 시료 대신 증류수 첨가시의 흡광도

Es : 시료 첨가시의 흡광도

Eb : 반응 정지 후 시료 첨가시의 흡광도

자. α-glucosidase 억제 기능 탐색

생체 내에서 혈당 상승의 결정적인 역할을 하는 α-glucosidase를 이용하여 실험을 수행하

다. 먼저 효소를 10 mM PIPES buffer에 용해시켜 효소액을 제조하고 20 mM maltose와 각 

추출물을 농도별로 혼합한 후 37℃에서 20분간 배양한다. 반응액 60 ㎕에 1 ㎖ DNS 시약을 

첨가하고 100℃ 물에서 열탕 처리(10 min)하여 반응을 정지시킨 후에 550 nm에서 흡광도를 

측정하여 효소 반응로 생성된 환원당을 정량하여 각 추출물을 처리하지 않은 대조구와 비교

하여 효소활성 저해율을 계산하 다.
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2. 결과 및 고찰

가. 팔손이 부정근의 용매별 추출물의 생리활성 결과 

1) 부정근

  Table 21.는 배양 배지 별 부정근 추출물의 수율을 나타낸 것이다. 물과 에탄올 추출물에

서 각각 채종 배양 부정근(SH media-Ⅰ)는 6.76%와 4.31%, 정아 배양 부정근(SH media-Ⅱ)

는 6.51%와 4.52%, 정아 reactor 배양 부정근(B5 media)는 7.96%와 5.87%의 수율이 나타났

다.

     Table 21. The extraction yields of each fraction from ethanol extract of 

Fatsia japonica

Sample Media type extract solvents Yield(%)

Adventitious Roots

SH Media-Ⅰ

water 6.76

ethanol 4.31

SH Media-Ⅱ

water 6.51

ethanol 4.52

B5 Media

water 7.96

ethanol 5.87
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나. 암세포 생육 억제 및 세포독성

1) 세포독성

 Table 22.는 팔손이 부정근의 세포 독성을 나타낸 것으로 SH media-Ⅱ으로 배양

을 한 부정근이 가장 높은 13.3%의 세포독성을 나타내었고 SH Media-Ⅰ가 11.2% 

B5 media가 10.3%의 세포독성을 나타내었다.

 Table 23.은 팔손이 부정근의 에탄올 추출물의 독성을 나탄 것으로 reactor 대량

체의 독성이 1.0 g/L에서 10.6%의 세포독성을 나타내었고 타 배양 부정근에 비해 

낮은 독성을 나타내었다. 
Table 22. Cytotoxicity of Advetitous Root extracts of  Fatsia Japonica  on the 

human normal cell,  HEL299 - extract solvents of water.

        

Sample
Dose

(mg/ml)

Cell line

HEL299

SH Media-Ⅰ

0.2 4.3

0.4 5.2

0.6 7.2

0.8 9.6

1.0 11.2

SH Media-Ⅱ

0.2 4.9

0.4 6.1

0.6 8.7

0.8 10.4

1.0 13.3

B5 Media

0.2 3.6

0.4 5.2

0.6 6.7

0.8 8.2

1.0 10.3
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Table 23. Cytotoxicity of Advetitous Root extracts of Fatsia Japonica on the 

human normal cell, HEL299 - extract solvents of ethanol

        

Sample
Dose

(mg/ml)

Cell line

HEL299

SH Media-Ⅰ

0.2 5.7

0.4 6.6

0.6 8.6

0.8 10.3

1.0 12.6

SH Media-Ⅱ

0.2 5.8

0.4 6.9

0.6 7.8

0.8 9.6

1.0 14.7

B5 Media

0.2 4.2

0.4 6.8

0.6 7.6

0.8 9.1

1.0 10.6
2) 암세포 생육 억제 활성

  Fig 75, 76은 팔손이 부정근의 암세포 생육 억제율을 나타낸 것으로 MCF-7와 Hep3B 모

두에서 B5 media의 reactor 이용한 부정근 배양체에서 가장 높은 암세포 생육 억제율을 나

타냈으며 SH media-Ⅰ 과 SH media-Ⅱ 순으로 암세포 생육 억제율을 나타내는 것을 확인

하였다. 또한 각 배양체의 세포 선택적 사멸도에 있어서도 유의적인 수준인 1.5 이상을 나타

내는 것을 확인하였다. 
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  Fig. 75. Inhibtion ratio of growth of MCF-7 (bar chart, %) and selectivity (line 

chart) in adding the extracts from Adventitious Roots in Fatsia japonica
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 Fig. 76. Inhibtion ratio of growth of Hep3B (bar chart, %) and selectivity (line 

chart) in adding the extracts from Adventitious Roots in Fatsia japonica
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다. 면역 증진 및 cytokine 분비량 측정결과

1) 면역 증진 측정

 Fig. 77은 팔손이 배양체인 부정근을 배양 배지 별로 배양하여 그 추출물을 이용한 것으로 

SH media-Ⅰ이 1.0 g/L의 농도에서 가장 높은 133%의 생육 증진을 나타내었고 이후 SH 

media-Ⅱ와 B% media를 이용한 부정근의 생육 증진이 110%와 113%를 나타내는 것을 확인

하 다. 

 Fig. 78은 팔손이 배양체인 부정근의 면역 세포인 T cell에 대한 생육 활성를 나타낸 것으로 

SH media-Ⅰ을 이용하여 배양된 부정근 추출물이 가장 활발한 생육 변화를 나타내는 것을 

확인하여 면역세포에 대한 생육 증진 효과가 가장 높게 나타나는 것을 확인하 다.

  Fig. 77. The growth of human T cell(Jurkat) in adding the extracts from 

Adventitious Roots in Fatsia japonica.
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   Fig. 78. The growth of viable cell density of human immune T-cells in adding 

the extracts from Adventitious Roots in Fatsia japonica
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2) Cytokine 분비량 측정

 Table 24-1.은 배양공정별 부정근의 물 추출물을 첨가한 B, T 면역세포의 cytokine 분비량

의 변화를 측정한 것이다. 5일간의 배양기간 동안 cytokine IL-6와 TNF-α는 증가하는 것을 

확인하 다. 이는 추출물의 첨가에 따라 면역세포의 생육이 증가에 따른 cytokine의 분비가 

증가하는 것으로 확인할 수 있었으면 특히 reactor 배양 부정근의 추출물을 첨가한 면역세포

의 cytokine 분비량이 증가하 다. 이를 통해 SH media-2를 통해 부정근 배양 공정을 최적

화 시킨 후 대량배양에 성공하 기 때문에 reactor에 의한 배양 부정근은 팔손이 모체의 근

피와 유사한 활성 증진을 보이는 것을 확인 할 수 있었다. Table 24-2는 부정근의 에탄올 추

출물의 cytokine 분비량을 나타내었고 물 추출물과 비교하여 평균 15%이상의 분비량 증가 

효과를 보이는 것을 확인하 다. 이로서 최적화된 대량 배양공정을 통해 배양된 부정근은 팔

손이 모체에 유사한 생리활성을 갖는 다는 것을 확인할 수 이었다.
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Table 24-1. The kinetics of secretion of IL-6 and TNF-α from B cell(Raji) and T 

cell(Jurkat) cultured in water extracts from Adventitious Roots in Fatsia japonica

sample
time

(day)

cell line

B cell(pg/ml) T cell(pg/ml)

IL-6 TNF-α IL-6 TNF-α

SH media-1(W)

1 22 18 25 39

2 42 35 39 51

3 52 64 62 64

4 61 75 79 81

5 79 87 85 90

SH media-2(W)

1 25 38 34 45

2 48 54 55 51

3 56 74 62 84

4 68 85 78 87

5 85 92 91 99

B5 media(W)

1 36 42 44 45

2 47 66 56 54

3 61 77 74 75

4 77 84 84 86

5 91 95 92 97

control(no addition) 13 14 13 16Table 24-2. The kinetics of secretion of IL-6 and TNF-α from B cell(Raji) and T 

cell(Jurkat) cultured in ethanol extracts from Adventitious Roots in Fatsia japonica

sample
time

(day)

cell line

B cell(pg/ml) T cell(pg/ml)

IL-6 TNF-α IL-6 TNF-α

SH media-1(E)

1 34 24 32 35

2 48 41 43 51

3 54 68 74 71

4 79 86 81 78

5 81 91 86 94

SH media-2(E)

1 36 44 46 51

2 52 63 59 60

3 61 76 64 87

4 74 81 81 91

5 89 95 97 103

B5 media(E)

1 44 47 44 45

2 53 61 56 54

3 74 79 74 75

4 82 87 84 86

5 93 99 92 97

control(no addition) 13 14 13 16
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라. NK 세포의 면역증진효과

IL-2 비의존형 NK-92MI cell을 이용한 인간 면역세포인 B, T 세포을 이용하여 이 세포들이 

분비하는 IL-2를 비롯한 sample 투여로 인한 cytokine의 분비증가로 인하여 NK-cell도 그 

활성도가 증가하는 것을 관찰하 다. 앞선 실험에서 나타난 B 세포의 면역 활성도 증가 및 

촉진 실험의 결과와 유사한 결과를 얻을 수 이었다. B 세포는 B5 media 부정근의 에탄올 추

출물에서 가장 높은 활성도를 얻었는데 이의 배양액을 이용하여 NK-cell의 활성도를 측정한 

결과 가장 높은 생육 활성을 확인 할 수 있었다. Fig. 79 은 NK-cell의 B 세포의 배양액의 

첨가에 따른 활성을 나타낸 것이다. 에탄올 추출물이 물 추출물과 비교하여 평균 18%정도의 

활성 증진을 확인할 수 있는데 B5 media 추출물이 가장 높은 활성을 보여 6일째에는 B cell

의 배양액을 첨가한 것이 약 14 × 10
2 cells/ml를 나타났으며 control보다 약 2배 이상의 생육 

증진도가 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 

Fig. 79. The NK cell growth of viable cell dencity of human B cell(raji) in no 

adding of adding the ethanol extracts from Adventitious Roots in Fatsia 

jopnica

0

2

4

6

8

10

12

14

1days 2days 3days 4days 5days 6days
0

20

40

60

80

100

120

SH MEDIA-1(W) B5 MEDIA(W) SH MEDIA-1(E) B5 MEDIA(E)
SH MEDIA-1(W):IL-6 B5 MEDIA(W):IL-6 SH MEDIA-1(E):IL-6 B5 MEDIA(E):IL-6
SH MEDIA-1(W):TNF-α B5 MEDIA(W):TNF-α SH MEDIA-1(E):TNF-α B5 MEDIA(E):TNF-α

V
ia

b
le

 c
e
ll 

d
e
n
s
it
y 

(×
1
0
 2

 c
e
lls

/m
l)

cultivation time(day)

K
in

e
ti
c
s

o
f

s
e
c
re

ti
o
n

c
yt

o
k
in

e
(p

g
/m

l)

Control



- 151 -

마. 세포 분화도 측정

본 실험에 사용된 세포는 human promyelocytes(HL60)인 전골수세포로서 macrophage나 

granulocytes로 분화가 되어 사멸하며 시료를 첨가하여 분화를 진행시키면 판상으로 세포가 

군집하며 그 후에 판상의 세포 덩어리가 작은 세포덩어리로 분리가 되면서 세포가 비대해지

고 본래의 세포특성인 부유성을 잃고 접착한다. 본 실험에서 시료를 투여하여 24시간 마다 

cell의 morphology를 관찰 및 정량적인 분화도를 살펴보았다.

Fig. 80. 과 에탄올 용매를 이용한 부정근의 추출물이 물 추출물과 비교하여 약 5%이상 높은 

분화 활성도를 나타내는 것을 확인할 수 있었다.

    Fig. 80. Differentiated cells activity of HL60 cells in adding the water 

extracts of Adventitious Roots in Fatsia japonica
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바. Microphysiometer를 이용한 생리활성 측정

 본 실험에서 측정된 팔손이 추출물의 암세포들에 대한 억제 활성을 검증하기 위해서 인간 

유방암 세포인 MCF-7과 인간 면역 세포인 T cell, 신경세포인 PC12를 각각 

Microphysiometer를 이용하여 4시간동안 1.0 g/L에서 측정한 결과를 Fig. 81∼83.에 나타내었

고 항암 활성 실험에서 높은 활성이 검증된 에탄올 추출물들을 중심으로 실험을 실시하 다.

Fig. 81. 은 MCF-7을 이용하여 앞선 항암실험에서 확인된 억제활성을 검증하는 의미에 가장 

나은 억제활성을 나타낸 에탄올 추출물들에 대한 실시간 억제활성을 측정하 다. 앞선 항암

활성 실험에 따라 MCF-7에 대한 B5 media 부정근의 에탄올 추출물이 항암활성은 최고 

40%를 나타내었으며 이와 비슷하게 Microphysiometer를 이용한 활성 측정에서도 근피의 에

탄올추출물이 높은 저해 활성도를 나타내는 것을 확인 할 수 있었다. Fig. 82.은 T cell에 의

한 면역활성도를 실시간 측정한 것이고 이것 또한 B5 media 부정근의 에탄올 추출물의 면역

활성도 측정 실험인 MTT assay와 비슷한 결과를 얻을 수 있었다. 마지막으로 Fig. 83.에서

는 인간 신경 세포인 PC12를 이용한 신경세포의 활성율을 측정한 실험이다. 앞선 PC12에 대

한 생육 활성 실험에서와 같이 Microphysiometer를 이용한 활성도에서도 110% 미만의 활성

율을 나타내었다. 이는 팔손이 부정근 추출물들이 신경세포의 신경활성 촉진인자가 비활성화 

된 것으로 사료되는 바이다.
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Fig. 81. The results of measuring cellular activity of MCF-7 cells by adding to 

1.0 g/L of the ethanol and water extracts from Adventitious Roots in 

Fatsia japonica for 4 hours, using a microphysiomer.
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  Fig. 82. The results of measuring cellular activity of  T cells by adding to 1.0 

g/L of the ethanol extracts from Adventitious Roots in Fatsia japonica 

for 4 hours, using a microphysiomer.
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 Fig. 83. The results of measuring cellular activity of PC12 cells by  adding to 

1.0 g/L of the ethanol extracts from Adventitious Roots in Fatsia 

japonica for 4 hours, using a microphysiomer.
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사. 간 기능 관련 생리 활성측정(Glutathione S-transferase 측정)

 Fig. 84.은 부정근의 물과 에탄올 추출물에 의한 간 기능 활성도를 나타낸 그래프이다. 각 

추출물의 활성도는 B5 media 에탄올 추출물이 가장 높은 145%의 활성을 나타내는 것을 확

인하 다.  특히 에탄올 추출물이 물 추출물과 비교하여 높은 활성을 나타내고 있다. 그러나 

물 추출물이 낮은 농도인 0.5 g/l 이하에서는 에탄올 추출물 보다 높은 활성을 나타내는 현상

을 확인 할 수 있었다. 이 결과에 따라 에탄올 추출물을 효율적인 활용을 위해선 높은 농도

의 추출물을 활용하는 것이 효과적일 것으로 사료된다.
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Fig. 84. The enhancement of glutathione-S-transferase activity in adding the 

fraction from ethanol extract from Adventitious Roots in Fatsia japonica
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아. Angiotensin Converting Enzyme (ACE) 억제 활성

 혈압상승의 주요 기작은 renin angiotesin system으로 angiotensin converting enzyme은 

renin에 의해 생성된 angiotensin으로부터 C-말단의 dipeptide를 가수분해시킴으로서 강력한 

혈관수축작용을 갖는 angiotensin를 합성하는 마지막 단계에 관여하는 효소이다. 생성된 

angiotensin은 강력한 혈관수축작용을 가지고 aldoxterone 의 분비를 촉진함으로써 물과 

sodium의 배설을 억제하며 또한 혈관이완 작용을 가진 bradykinin을 불활성화시켜 결과적으

로 혈압을 상승시키는 역할을 한다. 따라서 ACE를 저해시키면 혈압상승을 억제할 수가 있기 

때문에 ACE의 억제활성을 살펴보겠다. Fig. 85. 은 각각의 추출 용매를 중심으로 활성을 살

펴보았다. 앞선 다른 생리 활성 실험의 결과와 유사하게 SH media-1 부정근의 물과 에탄올 
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추출물이 가장 높은 활성을 보이는 것을 확인할 수 있었으며 특히 에탄올을 이용한 추출물들

이 다른 용매에 비해 약 20% 이상의 활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었으며 특히 SH 

media-1 에탄올 추출물이 43% 정도의 활성을 나타내었다.

Fig. 85. Inhibition of Angiotension Converting Enzyme activity in adding the 

ethanol and water extracts from Adventitious Roots of Fatsia japonica
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자. α-glucosidase 억제 기능 탐색

Fig. 86. 은 혈당강하 실험의 결과를 나타낸 것으로 팔손이 각 부위의 용매별 추출물에 의한 

활성을 살펴보았다. 각 추출물은 농도에 따라 유의적으로 활성이 증가하는 것을 확인할 수 

있었으며 에탄올 용매를 이용한 SH media-1 부정근의 추출물은 1 g/l의 농도에서 최대 50%
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이상의 활성이 나타나는 것을 확인 할 수 있었으며 최저 농도인 0.2 g/l에서는 30%정도로 상

당히 높은 활성을 나타내는 것을 확인 할 수 있었다. 이와 유사하게 SH 부정근은 모든 추출

물에서 다른 부위보다 상당히 높은 활성을 나타내는 것을 확인 할 수 있었다.

Fig. 86. Inhibition effect on Hypoglycemic activity in adding the water and 

ethanol extracts from Adventitious Roots in fatsia japonica
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제 8 절 팔손이 근피를 이용한 기능성 식품 생산 공정 확립 및

        경제성 평가

1. 시제품 제작 방법

가. 분말

1) 개요

 팔손이 근피의 추출액을 이용한 분말 시제품 제조 및 관능평가를 실시하 다.

 분말 제품의 제조를 위해 Fig. 87와 같은 순서로 분무건조기를 사용하여 팔손이 근피 추출

액을 분말화 하 으며 분말제품의 제조를 위해 덱스트린을 이용하 다. 팔손이 근피 추출액 

분말은 일반적으로 물과 함께 섭취하거나 물에 희석하여 음용할 수 있도록 부드러운 분말제

로 제조한 것이 특징이다.

2) 추출

 분쇄한 팔손이 근피 원료의 10배수에 해당하는 100℃ 열수에서 12시간씩 2회 반복 추출하여 

추출액을 얻었다.

3) 분무 건조 방법

 팔손이 근피 추출액에 덱스트린을 첨가하여 45∼50 °Brix 을 유지시킨 후 150℃로 예열된 

분무건조기를 이용하여 분말 제품을 제조하 다.

4)  관능검사

 관능검사는 30명의 관능평가 대상자 (남 19명, 여 11명) 들에게 팔손이 티백차를 열수 

100ml에 침출 시킨 후 5점 채점법 (5점: 아주 좋다, 4점: 좋다, 3점: 보통이다, 2점: 조금 나쁘

다, 1점: 나쁘다) 을 이용하여 색상, 향, 맛의 전반적인 기호도에 대하여 실시하 다.
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팔손이의 분말제조공정도 

팔손이 근피 및

부정근의 열수 추출

(100℃, 12시간 2회) 

               
당도 조정

(40~45°Brix) 

Spray Dryer (110℃, 2시간)

진공 포장

 

분말화

(powder)         

      

Fig. 87. 팔손이의 분말화 공정도
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나. 과립차

1) 개요

 팔손이 근피 추출 농축액 및 부정근 추출 농축액을 이용한 과립차의 시제품 제조 및 관능평

가를 실시하 다.

 과립 시제품은 팔손이 근피 추출액의 2배수 농도 농축액을 이용, Fig. 88 과 같은 방법으로 

제작하 고 농축액의 당도는 3∼4 °Brix를 유지하 다. 이를 기준으로 강한 향미 순화에 유

용한 감초와 가시오가피 추출액을 첨가하 다. 이후 관능평가를 통해 과립차의 원재료인 팔

손이 근피 농축액 및 부정근 추출 농축액의 농도를 6배수 이상으로 증가시켜 관능평가에 임

하 다.

2) 추출 및 농축

 100℃ 열수에서 12시간씩 2회 반복 추출하고 감압 농축기를 이용하여 3, 9, 14 °Brix 로 농

축한 후 과립차의 원료로 이용하 으며 감초 및 가시오가피는 각각 12시간동안 1회 100℃의 

열수를 이용하여 추출하 다.

3) 과립화 방법

 팔손이 근피 농축액 및 부정근 추출 농축액과 감초 추출액의 일정량, 가시오가피 추출액의 

일정량, 무수결정포도당 일정량을 혼합하여 체망이 설치된 과립차 제조기를 이용하여 과립화

시켰다. 과립 건조는 37℃의 열풍건조기를 이용하여 10%의 수분함량이 되도록 건조하 다.
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4) 원료의 혼합비

 가) 팔손이 근피 과립차

- 팔손이근피 추출액(14%)+가시오가피추출액(30%)+감초추출액(4%)+무수결정포도당(52%)

 나) 팔손이 부정근 과립차

- 팔손이부정근추출액(14%)+가시오가피추출액(30%)+감초추출액(4%)+무수결정포도당(52%)

5) 관능검사

 관능검사는 30명의 관능검사 대상자 (남 19명, 여 11명) 들에게 팔손이 과립차 3g 을 열수 

100ml에 녹인 후 5점 채점법 (5점: 아주 좋다, 4점: 좋다, 3점: 보통이다, 2점: 조금 나쁘다, 1

점: 나쁘다) 을 이용하여 색상, 향, 맛의 전반적인 기호도에 대하여 실시하 다.
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팔손이의 과립차 제조공정도 

팔손이 근피 및

부정근의  열수 추출

(100℃, 12시간 2회) 

                     

농 축

(3, 9, 14°Brix)

   농축액과 분말을

   이용한 반죽
                            

분무 건조

   

 

과립기를 이용한 과립 제조

              

진공 포장

         

         

Fig. 88. 팔손이의 과립화 공정도
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다. 타정제품

1) 개요

 타정 제품은 과립제품과 동일 공정을 거쳐 Fig. 89 와 같은 순서로 제조하 으며 팔손이 근

피 추출물과 부정근 추출물을 이용한 과립 제품의 관능평가에서 가장 높은 점수를 보여준 과

립 시제품을 이용하여 제조하 다. 타정제품은 복용이 간편한 장점이 있다.

2) 원료의 추출 및 농축

 분쇄한 팔손이 근피와 대량 배양된 부정근에 원료의 10배수에 해당하는 100℃ 열수에서 12

시간씩 2회 반복 추출하여 추출액을 얻었다. 또한 감압 농축기를 이용하여 14 °brix의 농도로 

농축하여 이용하 으며 감초와 가시오가피는 12시간 동안 1회 추출하 다.

3) 과립 제조

 농축한 팔손이 근피 추출액(10%) 및 부정근 추출액(10%)과 가시오가피 추출액(30%), 감초 

추출액(6%)을 혼합하여 무수결정정포도당(54%)과 반죽하여 과립제조기계를 이용하여 과립을 

제조하 다. 이후 약 10%의 수분량이 유지되도록 열풍건조기에서 건조한 후에 과립 균질기

를 이용하여 타정제조에 적합한 크기로 분쇄한다. 분쇄한 과립의 원활한 타정 공정을 돕기 

위해 magnesium stearate(0.5%, 결착제)를 첨가하여 타정하 다.

4) 관능검사

 관능검사는 30명의 관능검사 대상자 (남 19명, 여 11명) 들에게 팔손이 근피 타정을 섭취시

킨 후 5점 채점법 (5점: 아주 좋다, 4점: 좋다, 3점: 보통이다, 2점: 조금 나쁘다, 1점: 나쁘다) 

을 이용하여 색상, 향, 맛의 전반적인 기호도에 대하여 실시하 다.
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팔손이의 Tablet 제조공정도 

팔손이 근피 및

부정근의  열수 추출

(100℃, 12시간 2회) 

                     

농 축

(3, 9, 14°Brix)

과립 제조

 

농축액과 분말

반죽

분무 건조

 

타정기를 이용한 Tablet 제조

              

진공 포장

      

             

Fig. 89. 팔손이의 Tablet 제조 공정도
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라. 파우치

1) 개요

 기능성 식품으로 판매 및 제조되는 제품군들 중 가장 많은 양을 차지하는 파우치 제조공정

은 살균 처리된 착즙, 추출액, 농축액을 포장 판매하기 위해 사용되는 방법 중 하나이다.

 본 연구에서는 팔손이의 음용이 용이한 제품을 제조하고자 다양한 감미 원료를 첨가한 후 

Fig. 90 과 같은 방법으로 시제품 제조에 이용하 으며 팔손이의 추출 원액 및 부정근 추출 

원액과 함께 관능평가를 실시하여 비교 평가하 다.

2) 원료의 추출

 분쇄한 팔손이 근피와 대량 배양된 부정근 원료의 10배수에 해당하는 90℃ 열수에서 12시간

씩 2회 반복 추출하여 추출액을 얻었다. 사용된 감미 원료는 모두 혼합하여 90℃ 열수에서 

12시간 추출하여 이용하 다.

3) 파우치 제조

 팔손이 근피 추출액과 부정근 추출액의 감미 원료 추출액을 4%의 올리고당과 혼합하여 멸

균 파우치 포장기를 이용하여 80ml 용량으로 포장하 다.

4) 관능검사

 관능검사는 30명의 관능평가 대상자 (남 19명, 여 11명) 들에게 팔손이나무 추출액과 파우치 

제품을 음용하게 한 후 5점 채점법 (5점: 아주 좋다, 4점: 좋다, 3점: 보통이다, 2점: 조금 나

쁘다, 1점: 나쁘다) 을 이용하여 색상, 향, 맛의 전반적인 기호도에 대하여 실시하 다.
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팔손이의 파우치 제조공정도 

팔손이 근피 및

부정근 열수 추출

(100℃, 12시간 2회) 

               

농축

(약 5°Brix) 

pouch 진공 포장 (80 ml / pack)

후 살균

                   

액상 pouch
Fig. 90. 팔손이 근피와 부정근을 이용한 액상의 기능성 pouch 제조
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2. 결과 및 고찰

가. 분말

 팔손이 근피 분말의 관능평가 결과는 Table 26-1, 26-2.와 같이 나타났다.

 팔손이 근피의 분말은 30명을 대상으로 한 관능검사 결과에서 대체적으로 직접섭취시보다 

열수에 용해 후 음용한 것에 대한 선호도가 높게 나타났다. 물에 녹임으로서 분말만 섭취하

을 경우 나타나는 거부감을 없앨 수 있다는 것이 주된 이유 으며, 단맛이 조금 더 강했으

면 좋겠다는 것이 대상자들의 전반적인 추가 의견이었다. 따라서 팔손이 분말만을 단독적으

로 직접 섭취하는 제품보다는 다른 식품이나 분말과 혼합함으로써 적당히 당도를 높인 분말

차로 제품화하는 것이 좋을 것이라는 결론을 얻었다.

 팔손이 부정근 분말은 팔손이 근피와 달리 팔손이 특이의 saponin 향이 강하게 나타났으나 

추출액을 분말화하는 과정에서 분무건조기 chamber 내의 150℃에 달하는 열에 의해 특이 향

이 실활된 것으로 생각된다. 관능평가 결과 팔손이 근피 분말과 거의 유사한 결과를 얻었다.

Fig. 91. 팔손이 분말 시제품
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 Table 26-1. 팔손이 근피 분말의 관능평가 결과

구분 색상 향 맛

직접섭취시 3.80 3.65 3.70

열수에 용해 후 음용 4.05 3.70 3.90

 Table 26-2. 팔손이 부정근 분말의 관능평가 결과

구분 색상 향 맛

직접섭취시 3.20 3.89 3.90

열수에 용해 후 음용 3.70 3.58 3.75

나. 과립차

 팔손이 근피 및 부정근 과립차의 관능평가 결과는 Table 27. 과 같이 나타났다.

 팔손이 근피와 부정근 과립차는 감초 및 가시오갈피 추출물을 이용해 단맛등을 증가시켜 높

은 선호도를 나타내었다. 또한 팔손이 추출액의 농도가 지나치면 오히려 거부감을 나타내어 

높은 선호도의 제품 제조를 위해선 팔손이 근피 및 부정근 추출물의 함량 조절과 당도의 증

가가 적절히 이루어져야 할 것이라는 결론을 얻었다.

Fig. 92. 팔손이 과립 시제품
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Table 27. 팔손이 근피와 부정근 과립차의 관능 검사 결과

구분 색상 향 맛

팔손이

근피
3.55 3.15 2.85

팔손이

부정근
3.50 3.25 2.90

다. 타정 제품

 팔손이 근피와 부정근의 타정 제품에 대한 관능평가 결과는 Table 28. 과 같이 나타났다.

 팔손이를 이용하여 만든 제품으로서 관능검사를 통해서 3번째의 선호도가 매겨진 제품은 팔

손이 Tablet 제품으로 그 선호도가 비교적 높았다. 또 팔손이 성분의 집약이 이루어져 파우

치와 더불어 가장 기능성이 뛰어날 것으로 판단된다. 선호도가 비교적 낮게 나온 것은 관능

검사에 참여한 인원의 대부분이 대학생으로 젊은 연령층이기 때문에 맛을 위주로 하는 다른 

식품과 달리 타정은 약용일 것이라는 선입견 때문에 이런 결과가 나온 것으로 판단된다. 다

만 팔손이의 색깔과 Tablet이 갖는 약처럼 보인다는 선입견을 불식시킬 수 있는 제품화 방법

의 개선이 이루어진다면 상품화에 좋은 결과를 가져올 것으로 보인다. 팔손이 특유의 색과 

질감이 단점으로 생각된다. 
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Fig. 93. 팔손이 타정 시제품

Table 28. 팔손이 근피 및 부정근 추출물의 타정 제품의 관능 검사 결과

구분 색상 향 맛

팔손이 근피 4.10 3.80 3.85

팔손이 부정근 4.15 3.95 4.00

라. 파우치

 팔손이 근피 및 부정근 파우치의 관능평가 결과는 Table 29-1, 29-2.과 같이 나타났다.

 팔손이를 이용한 기능성 액상 파우치 제품은 시제품 중에 가장 기호도가 좋은 제품으로 30

명을 대상으로 한 관능검사에서 대다수에게 제일 좋은 점수를 받은 제품이다. 팔손이 농축액 

특유의 향미에 감미제인 올리고당을 첨가하여 만든 이 팔손이 농축액 파우치는 감압과 가열

이 없는 것이 특징으로 팔손이가 추출 될 때 기능성 성분들의 파괴가 일어나지 않고 그대로 

농축액 중에 존재하는 것이 큰 특징이다. 특히 관능검사에서 가장 좋은 점수를 받을 수 있었

던 것은 부담 없이 음료처럼 마실 수 있다는 장점 때문인 것으로 생각되며 이러한 장점을 이

용하여 팔손이 기능성 음료의 개발을 시도한다면 좋은 결과를 얻을 수 있을 것으로 본다. 
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Fig. 94. 팔손이 파우치 시제품

Table 29-1. 팔손이 근피 파우치의 관능 검사 결과

구분 색상 향 맛

팔손이 근피

추출액
3.60 3.65 2.80

팔손이 근피

파우치
4.05 3.90 4.15

Table 29-2. 팔손이 부정근 파우치의 관능 검사 결과

구분 색상 향 맛

팔손이 부정근

추출액
3.85 3.70 3.12

팔손이 부정근

파우치
4.00 3.85 4.10
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3. 팔손이 시제품의 경제성 평가

 위 시제품 중 관능평가 결과에서 가장 높은 선호도를 보인 팔손이 근피 및 부정근 파우치에 

대한 경제성 평가를 실시하 다. 주원료인 팔손이 근피와 기내배양공정을 통해 대량 배양된 

부정근을 이용해 파우치를 생산하는 공정을 2차 가공공정을 거치지 않고 판매하 을 경우와 

비교분석 하 다.

 팔손이 근피는 팔손이 수목자체를 수집해야만 얻을 수 있는 부위이기 때문에 수목자체의 가

격을 근피 원료의 가격으로 책정하 다. 팔손이 수목자체는 경동시장 및 기타 약재상에서 유

통되지 않는 탓에 사제 수목원 등에서 두 뿌리 당 약 8,000원의 가격이 형성되어있으며 이를 

통해 얻을 수 있는 최대 근피량은 약 250g 정도로 상당히 고가의 재료임에 틀림이 없다. 이

는 팔손이 수목이 천연기념물로 제정되어 있어 대량 유통에 어려움이 따르기 때문인 것으로 

사료되어 농가와의 계약적 재배를 통해 대량재배 한다면 이 원재료 가격은 더욱 낮아질 수 

있을 것으로 생각된다. 이외에 제품 생산에 소요되는 기타 재료비 및 광열비, 인건비 등을 고

려해 Table 30-1 과 같은 근거를 거쳐 팔손이 근피 100kg 당 제품화에 들어가는 비용을 

6,636,000원으로 추정하 다. 이는 기존의 다른 수목을 이용한 제품화에 비해 결코 경제적인 

비용은 아니다. 팔손이 파우치 제품과 비슷한 종류 및 기능의 기존 파우치 제품들이 시장에

서 1box (80ml×20pack) 당 7,000∼8,000원 정도의 가격대를 형성하고 있어 팔손이 파우치의 

기능성과 선호도를 고려할 때 약 8,000원 정도에서 시장 경쟁력을 가질 수 있을 것으로 생각

되며 이 경우 팔손이 근피 100kg 당 564,000원의 이익을 기대할 수 있다. 이처럼 팔손이 파

우치 제품 자체가 시장에서 경쟁력을 구비할 수 있는 가능성이 충분함에도 경제성 평가에서 

높은 경제성을 가지지 못하는 이유는 주재료인 팔손이 근피의 원재료 가격의 고가에 기인한

다. 따라서 팔손이 수목의 대량 재배 또는 기내배양을 통한 부정근의 배양체를 이용하여 원

재료에서 소요되는 비용을 절감할 수 있다면 팔손이를 이용한 제품은 경제성 면에서도 막대

한 경쟁력과 부가가치를 가질 수 있을 것이다. 이런 이유에서 팔손이 배양체인 부정근을 이

용한 제품화에 대한 경제성 평가를 병행하여 팔손이 근피를 이용한 제품화와 비교하 다.

 팔손이 부정근을 주원료로 하는 제품화 공정은 기타 비용에서 팔손이 근피와 동일한 재료 

및 공정을 통하기 때문에 제반 소요 비용은 동일하게 책정하고 원재료의 가격에서만 차이를 

가졌다. 팔손이 근피의 100kg 당 원료가는 320만원이지만 팔손이 부정근 100kg을 생산하기 

위한 비용은 160만원이 소요되어 주원료인 팔손이 원료 구매가에서 1/2이 절약되었다. 팔손

이 배양체를 이용한 파우치 제품이 기능성 및 성상에서 근피를 이용한 제품과 동일하다고 보
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여지기 때문에 판매가는 동일하게 책정하 다. 따라서 Table 30-2의 근거에 따라 팔손이 부

정근을 이용한 파우치 제품은 팔손이 배양체 100kg 당 1,864,000원의 이익이 발생하는 것으

로 추정된다.

 이처럼 팔손이를 이용한 파우치 제품은 그 경제성 평가를 통해 시장에서의 경쟁력 및 부가

가치 창출이 가능함을 확인하 고 팔손이 기내배양 및 대량 생산을 통한 원재료의 원가 절감

이 팔손이 제품의 시장 경쟁력 향상 및 부가가치 증진에 크게 작용할 것으로 생각되어진다. 

따라서 팔손이 부정근 대량 배양 기술을 농가에 보급은 팔손이를 통한 보다 높은 이익과 농

가 소득 증대에 기여할 수 있을 것으로 사료된다.
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Table 30-1. 팔손이 근피의 원료와 이를 이용한 파우치 제품의 경제성 평가

(단위 : 원)

항목 팔손이 근피 파우치 제품 제작시

◦ 원료비 4,700,000

- 팔손이 부정근의 대량생산 비용 3,200,000

- 기타 부재료 1,500,000

◦ 생산량
900 box

(80mL*20포)

◦ 전기료
36,000

(300Kw * 120원/Kw)

◦ 인건비
300,000

(50,000원 * 6명(일용직))

◦ 포장 재료비 1,600,000

◦ 판매가
7,200,000

(8,000원 * 900 box)

◦ 이익 564,000
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Table 30-1. 팔손이 부정근 원료와 이를 이용한 파우치 제품의 경제성 평가

(단위 : 원)

항목 팔손이 부정근 파우치 제품 제작시

◦ 원료비 3,400,000

- 팔손이 부정근의 대량생산 비용 1,600,000

- 기타 부재료 1,800,000

◦ 생산량
900 box

(80mL*20포)

◦ 전기료
36,000

(300Kw * 120원/Kw)

◦ 인건비
300,000

(50,000원 * 6명(일용직))

◦ 포장 재료비 1,600,000

◦ 판매가
7,200,000

(8,000원 * 900 box)

◦ 이익 1,864,000
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요   약
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제 4 장 요 약

 본 연구는 국내 자생 팔손이나무의 유용 활성 물질 생산과 대량 배양 공정 개발 그리고 이

를 이용한 기능성 제품 및 생물의약품 소재와 같은 새로운 제품 개발이라는 주목표를 달성하

기 위하여 3년 동안 연차별 연구를 추진하 으며, 이 결과를 토대로 식이가 가능한 물과 에

탄올 용매를 이용한 팔손이의 부위별 추출물의 생리활성을 탐색하기 위하여 항암 및 면역활

성, 분화 및 자기사멸, 신경세포의 활성, 효소활성 및 마우스를 이용한 항 스트레스 실험을 

수행하 고 이의 실험결과에 따라 가장 높은 생리활성이 나타난 부위의 추출물 및 분획물을 

이용하여 생리활성 실험 및 단리 화합물을 분리하 고, 동일한 실험을 수행한 결과, Ethyl 

acetate 분획층이 모든 생리 활성 실험에서 가장 높게 나타났으며 이의 단리화합물을 이용한 

실험에서도 유사한 생리 활성을 나타냄을 알 수 있었다. 또한 조직배양체인 부정근은 암세포 

생육 억제 및 면역세포 생육 증진 실험을 통해서 각 배양 배지에서 배양된 부정근의 생리활

성을 확인할 수 있었다. 3년 동안 수행된 연구결과를 다음과 같이 요약할 수 있었다.

1. 근피, 수피, 잎, 목부의 부위별로 분쇄하여 물과 에탄올, 에탄올과 물의 (1:1) 혼합 용매를 

이용하여 각각 90, 60, 75℃에서 12시간 2회 반복 추출하여 근피는 에탄올 추출물이 4.62%

의 수율을 나타냈으며 물은 12.68%, 혼합용매는 13.3%의 수율을 나타냈다. 또한 수피는 

3.43, 5.99, 5.97% 그리고 잎은 8.43, 12.88, 15.50%, 목부는 5.76, 13.86, 10.64 %로 물, 에탄

올과 물의 혼합용매, 에탄올 순으로 추출수율이 높게 나타나 물 추출물의 경제성을 확인할 

수 있었다.

2. 각 부위의 용매별 추출물의 정상 세포에 대한 독성을 살펴보기 위하여 인간 정상 폐 세포

인 HEL299를 이용하 으며 각 추출물은 최대 농도인 1.0 g/L의 농도에서 22%미만의 세포

독성을 나타내었다. 암세포 활성 억제 활성 측정 결과에서 인간 유방암 세포(MCF7)는 에탄

올의 근피 추출물이 1.0 g/L의 농도에서 약 74%의 억제활성을 나타내었고, 인간 위암 세포

(AGS)는 45%, 인간 간암 세포(Hep3B)는 50%, A549는 53%가 나타났다. 또한 암세포의 생

육활성에 대한 정상 세포의 세포 독성의 비로 나타낸 세포 독성은 최고 농도에서는 모두 

1.5 이상으로 나타나 모두 암세포에 대한 선택성이 있는 것으로 나타났다. 또한 모든 실험
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에서 에탄올 추출물의 활성이 가장 높게 나타났으며 그중 근피의 활성은 다른 부위의 추출

물에 비해 최고 40%까지 차이를 나타내는 것을 확인할 수 있었다

3. 면역세포의 생육 촉진 및 활성도 실험을 위하여 인간의 B cell과 T cell을 이용하 으며 

각 추출물의 1.0 g/l의 농도에서 모두 가장 높은 활성을 나타내는 것을 확인하 으며 생육 

활성도에 있어서는 B cell은 140%, T cell은 170%의 수치를 나타내었다. 생육 촉진에 있어

서는 배양 6일째에서 T cell에서 근피의 에탄올 추출물에 의해 11×104 cells/ml의 세포 농도

를 나타내었으며 B cell은 10×104 cells/ml의 농도를 나타내었다. 또한 근피는 모든 추출물 

용매에서 다른 부위보다 높은 생육 촉진 활성을 갖는 것을 확인 하 으며 생육 활성도와 

유사한 결과를 얻을 수 있었다. 

4. T cell과 B cell을 이용하여 cytokine의 분비량을 측정한 실험에서는 근피의 에탄올 추출물

에 의한 cytokine의 분비 촉진이 배양시간에 따라 유의적으로 가장 높게 나타나는 것을 확

인할 수 있었다. 또한 cytokine의 분비량은 배양 5일째에서 각 추출물 별로 가장 높게 나타

났으며 T cell의 IL-6는 110 pg/ml와 TNF-α는 125 pg/ml 로 나타나 control에 비해 약 10

배 정도로 분비량이 증가하 으며 B 세포는 IL-6와 TNF-α가 각각 95 pg/ml, 105 pg/ml 

로 control보다 약 9배 정도로 증가하 다. 또한 팔손이 추출물들을 첨가한 배지에 의한 T, 

B cell의 면역활성 및 cytokine의 분비량에 따른 NK-cell의 면역 활성을 측정하 으며 모든 

추출물에서 배양 시간에 따라 유의적으로 증가하는 것을 확인하 다. 앞선 면역세포의 활성 

및 cytokine 분비량의 결과와 유사하게 근피의 에탄올 추출물을 첨가한 B cell의 배양액은 

6일째에서 가장 높은 세포 농도인 13×102 cell/ml의 세포농도를 나타내는 것을 확인하 으

며 T cell의 배양액은 14×102 cell/ml을 나타내었다. T cell과 B cell이 각 추출물에 따라 분

비하는 IL-6와 TNF-α의 양에 따라 NK-cell의 생육 활성이 증가하는 것을 확인하 다. 그래

서 근피의 에탄올 추출물에 의한 NK-cell의 생육활성을 증가와 cytokine 그리고 T, B cell의 

생육활성이 상관관계가 있음을 확인할 수 있었다..

5. 추출물에 의한 유방암 세포인 MCF-7과 면역 세포인 T cell 그리고 신경세포인 PC-12의 

활성을 실시간으로 측정하기 위하여 Microphysiometer를 이용하 다. 위암세포는 최종 측

정시간인 280분에는 근피의 추출물이 최고 50%까지 활성을 저하시켰으며 측정 시간에 따

라 활성이 점차 감소하는 것을 확인하 다. 또한 면역세포와 신경세포는 각각 최종 측정시
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간에 120%와 108%로 활성을 증가시키는 것을 확인하 다. 이는 앞선 항암 및 면역 활성, 

그리고 신경 세포에 대한 활성 실험에서 SRB assay나 MTT assay를 이용하여 시료를 투

여한 2일 후의 암세포 생육 억제 활성이나 면역 활성을 측정하여 결과를 얻었고 이와 비교

하여 Microphysiometer의 결과와 유사한 경향을 보인 것을 확인하 지만 SRB assay나 

MTT assay는 활성이 나타나는 과정을 실시간으로 파악하지 못하기 때문에 

Microphysiometer에 의해 SRB assay나 MTT assay에서 정확한 활성의 경향을 확인할 수 

있었다.

6. 세포의 분화는 인간의 전골수성세포인 HL-60을 이용하여 분화도의 정량적인 측정을 하

으며 근피의 에탄올 추출물들이 다른 추출물과 비교하여 약 5% 정도 이상의 분화활성도를 

나타내었으며 배양 2일째에서 약 108%정도의 분화활성도를 나타내는 것을 확인하 다.

7. 각 추출물에 의한 효소 실험 결과에 따라서 α-glucosidase 억제 실험에서는 근피의 에탄올 

추출물이 최고 농도인 1 g/L에서 50%이상의 활성을 나타내었으며 근피는 모든 추출 용매

에서 각 농도별로 다른 부위보다 10%이상의 높은 활성을 나타내었다. ACE 효소 억제 실험

은 고혈압 발생 인자의 억제 와 관련된 실험으로서 이 실험에서는 다른 실험에서는 근피의 

활성이 높게 나타난 반면에 수피의 에탄올 추출물이 1 g/L의 농도에서 43%의 가장 높은 

활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었다. 또한 간 기능 활성 실험에서는 간의 해독작용 기

전 중의 하나인 GST의 활성을 통하여 간 기능 활성을 측정하 으며 근피의 에탄올 추출물

이 1 g/L의 농도에서 165.2%의 높은 활성을 나타내었다.

8. 추출물에 의한 항 스트레스 효과를 측정하기 위하여 스트레스 실험을 하 으며 각 추출물

에 의한 효과 측정을 위해 ICR 마우스의 혈청과 장기의 무게변화를 측정함으로서 확인하

다. 팔손이의 근피와 수피의 에탄올과 물 추출물을 경구 투여하여 항 스트레스 측정하 으

며 수  스트레스 실험에서는 근피의 에탄올 추출물이 standard control의 콜레스테롤 수치 

55 mg/dl와 포도당 수치 108 mg/dl에 가장 가까운 64 mg/dl과 133 mg/dl가 나타났으며 열

풍스트레스에서는 91 mg/dl 과 122 mg/dl와 냉온스트레스에서는  72 mg/dl, 117 mg/dl이 

각각 나타났다. 그러므로 근피에 의한 항 스트레스 효과가 가장 높게 나타나는 것을 확인할 

수 있었으며 추후 이것의 성분 분석을 통해 항 스트레스 성분을 확인해야 할 것으로 사료

된다.
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9. 팔손이 근피의 에탄올 추출물을 Haxane, Chloroform, Ethyl acetate, Aqueous 층으로 각각 

분획 추출을 실시하여 각각 0.476, 0.851, 0.963, 2.330% 의 수율을 얻었으며 부정근의 물 추

출 수율은 SH media-Ⅰ, SH media-Ⅱ, B5 media을 이용한 배양체는 각 6.76, 6.51, 5.96% 

의 수율을 나타내었다.

10. 1차 분리된 분획물의 암세포 생육 억제 및 면역 세포 활성 증진 실험에서 Ethyl acetate 

층의 분획 추출물이 가장 높은 활성을 보 으며 근피의 에탄올 조추출물과 유사한 활성율

을 보여 근피의 생리활성 물질이 Ethyl acetate 층에서 분리되어진 것으로 추측된다.

11. 팔손이의 유용 활성에 대한 작용을 규명하기 위해 팔손이 각 부위별 단리화합물을 분리

하고 단리 화합물의 생리활성 실험을 수행하여 팔손이 단리 화합물에 대한 생리활성을 최

초로 규명하 다.

  

12. 근피에서 분리된 단리 화합물인 28-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-   

glucopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranoside 대체적으로 55% 의 암세포 생육 억제율을 

나타내어 근피의 에탄올 추출물의 암세포 생육 억제율인 70% 와 유사한 활성을 보 다.

13. 근피에서 분리된 단리 화합물인 28-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β-D-   

glucopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranoside는 면역 세포의 생육 증진 효과에서 154%를 

나타내 열매의 단리화합물인 3, 4-dihydroxybenzoic acid와 목부의 단리 화합물인

oxyresveratrol에 비해 높은 생육 증진 효과를 나타내었으며, 간기능 활성에서도 타 부위에 

비해 15%까지 높게 나타났다.

14. 단리 화합물을 이용한 ACE 억제 활성에서도 열매의 단리 화합물인

   3,4-dihydroxybenzoic acid와 근피 단리 화합물인 28-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→4)-β

-D-glucopyranosyl-(1→4)-β-D-glucopyranoside이 타 화합물에 비해 각각 20%와 43% 

정도 높은 활성을 보 으며, 열매의 단리 화합물은 혈당강하 실험에서도 다른 부위의 단

리 화합물에 비해 높은 활성을 나타내었다.
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15. 수행된 실험의 결과에서 팔손이 근피로부터 분리한 화합물들의 활성이 다른 부위의 그것

보다 높은 생리활성을 가지는 것을 확인하 다. 

16. 팔손이나무의 무균 배양 확립을 위한 기내 무균 종자 발아를 위하여 표면살균하고 멸균

수에  3회 이상 세척한 후 MS배지에 치상 후 발아를 유도하 고 파종 약 3주 후에 발아

하 다.

17. Auxin(2,4-D, NAA, IAA)과 cytokinins(BA, BAP, kinetin)을 조합하여 MS고체배지에 치

상후 약 5주 후에 BA 1mg/l와 NAA 2mg/l, kinetin 0.5mg/l과 2,4-D(1 또는 2)mg/l를 첨

가한 배지에서 유백색의 캘러스를 형성, 반면 kinetin 1mg/l과 2,4-D(1 또는 3)mg/l의 배

지에서는 갈색의 캘러스가 유도되었다.

    캘러스는 전반적으로 노란색(미색)를 띄고 비교적 단단하 으며 같은 조건의 호르몬 배

지에서 일부는 약간의 부정근을 형성하 으나 이는 다시 캘러스화 되었다. 

18. IAA 3mg/l(69%), NAA 3mg/l(71%), BA 0.5mg/l+NAA 1mg/l(70%)에서 부정근이 잘 유

도되었고 이 중 NAA 3mg/l에서 가장 높은 형성율을 보 으나 다른 조건에서는 유도율이 

현저히 떨어지고 갈변하 으며 NAA 3mg/l과 BA 0.5mg/l+NAA 1mg/l, IAA 3mg/l에서 

부정근이 잘 유도고 다양한 호르몬 처리를 통하여 MS기본배지에 치상하 다.

    팔손이나무 절편을 호르몬 조합배지에 치상한 약 5주 후, 초기에 캘러스가 먼저 형성되

고 그 다음 2주 후에 부정근을 형성하 다.

19. 부정근 추출물은 배양 배지 별로 유사한 암세포 생육 억제 및 면역 세포 활성 증진율을 

보이는데 SH 배지의 활성이 가장 높게 나타났다. 또한 근피 에탄올 추출물의 분획물을 이

용한 NK 세포 생육 증진에 있어서도 에틸아세테이트 층의 추출물이 가장 높은 활성을 보

다. 

   HL60 세포의 분화도 측정에 있어서 에탄올 추출물들이 배양일이 증가함에 따라 분화율을 

감소시키는 것을 확인하 다.

   간 기능 활성 실험에서도 에틸아세테이트 층의 활성이 최고 150%의 간기능 활성 증진을 

보 다. 그리고 고혈압 발현 효소의 억제 활성에 있어서는 에탄올 수피 추출물이 55%의 

가장 높은 활성을 보 다.
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20. ICR 마우스를 이용한 복수암 발현 실험에서는 근피의 추출물이 가장 높은 생존율을 보

고 에틸아세테이트 분획 추출물이 유사한 생존율 보여 Ethyl acetate 층에서 활성 성분이 

분리되어진 것으로 보 다.

21. 팔손이의 부위별 추출물 및 배양체를 이용하여 분말, 과립차, 타정제품, 파우치 4종의 시

제품을 제작하고 관능평가를 실시한 결과 팔손이 근피 파우치의 선호도가 가장 뛰어났으

며 팔손이 부정근을 이용한 파우치도 거의 동일한 선호도를 나타냈다.

   팔손이 파우치를 통한 경제성 평가에서 팔손이 근피를 이용한 파우치 제품은 팔손이 근피 

100kg 당 564,000원의 이익을 발생할 것으로 기대되었다. 이를 통해 제품의 시장 경쟁력 

및 부가가치 창출 가능성을 확인하 지만 제품 판매가의 70%를 차지하는 주재료인 팔손

이 근피의 고가로 인한 높은 원가가 단점으로 지적되었다.

   이러한 문제점 해결을 위해 팔손이 제품화에 팔손이 배양체를 이용함으로써 100kg 당

  3,200,000원이었던 주재료의 원가를 1,600,000원으로 대폭 감소시킬 수 있다. 따라서 팔손이 

근피를 배양한 켜 배양체를 이용해 팔손이의 제품화를 함으로써 팔손이 수목자원의 보호

는 물론 팔손이를 이용한 막대한 부가가치 증진 효과를 가질 수 있음을 확인하 다. 

 팔손이의 각 부위별, 용매별 활성 평가 실험 결과를 통해 팔손이 근피의 에탄올 추출물이 

가장 높은 활성을 나타내는 것을 확인하 다. 특히 팔손이는 동과의 수종인 가시오갈피, 음나

무, 두릅나무, 인삼등과 유사하게 근피의 활성이 타 부위와 비교하여 탁월한 효능을 보 는데 

이에 근피 추출물을 분리, 동정, 정제하기 위해 근피의 에탄올 추출물의 분획을 실시하고 각 

분획물의 생리활성을 확인한 결과, 에틸아세테이트 층의 추출물이 가장 높은 활성을 나타내

었다. 추후 이를 활용한 단리 화합물의 분리 공정을 확립하고 부위별로 분리된 단리 화합물

의 생리활성을 확인한 결과, 팔손이 근피로부터 분리된 단리 화합물이 다른 부위에서 분리된 

단리 화합물 보다 높은 활성을 나타내었다. 또한 기내배양을 통해 팔손이 부정근을 대량 배

양하여 같은 실험을 수행하여 부정근의 에탄올 추출물 또한 앞선 팔손이 근피의 에탄올 추출

물과 같이 유용한 생리활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었다.

 이상의 수행된 결과에 따라 팔손이의 생리활성이 가능한 근피 부위를 선별하고 이의 대량 

배양 공정을 확립하 으며 이를 바탕으로 제안 공정에 따른 시제품을 생산하고 경제성 평가

를 수행하 다. 또한 유용 활성이 높은 팔손이나무의 대량 식재 가능 지역을 선정하여 임업 
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농가 계약 재배 및 방법 지도를 통해 농가 소득 증대에도 기여하 으며, 수행된 연구 결과를 

토대로 학회 논문 발표(9건) 및 특허 출원(2건) 등을 수행하 다. 
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목표 달성도 및

관련 분야에의 기여도
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제 5 장 목표 달성도 및 관련 분야에의 기여도

 본 연구는 국내 자생 팔손이나무를 활용하여 유용 활성 물질 선별과 대량 배양 공정 개발 

그리고 이를 이용한 기능성 제품 및 생물의약품 소재와 같은 새로운 제품을 개발이 주목표이

다. 이를 위해 3년 동안 연차별 연구를 추진하여 당초 연구 개발 최종 목표 달성은 이루어진 

것으로 평가된다.

 이와 함께 각 단계별 연구 목표 및 달성 정도에 관한 결과는 다음과 같다.

 1차년도 연구에서는 팔손이나무의 부위별 생리활성 탐색을 위해 팔손이의 부위별 채취 및 

용매추출 방법을 결정하 고, 활성 물질의 분리․정제 공정을 확립하 다. 국내 팔손이 활성 

성분들의 Data-base 구축을 위한 기초를 확립하 고, 팔손이나무의 형질전환과 전초배양 등

의 무균 배양 확립을 위해 형질전환의 효율이 높은 물질 고생산 Line의 선발과 재분화 및 효

율을 증진시키는 배양조건을 조사․확립하 다. 이를 바탕으로 팔손이 활성 성분의 소재화 

적성을 검토하고 상기의 연구에 의한 팔손이 활성 물질의 유용성, 대량 배양, 소재화 가능성

을 바탕으로 2년차, 3년차의 집중적 연구 개발을 위한 팔손이 및 활성 물질을 결정하 다.

 2차년도 연구에서는 대상 활성 성분의 추출 및 수율증진 기술 확립을 위해 연구를 진행하

고, 대량 배양을 위한 기초 배양 실험, 배양 공정의 scale-up 및 최적화 기반을 마련하 다. 

또한 1차년도에서 결정된 활성 물질의 in vitro 및 iv vivo 실험을 수행하 으며, 배양 방법별 

조직 배양체들의 유용 활성 탐색 및 독성 실험을 수행하여, 기존 활성들과의 비교를 통해 in 

vitro 및 iv vivo 실험을 보다 체계적으로 실행함으로서 팔손이의 소재화 가능성을 검증하

다. 또 배양 단계에서의 배양조건 미세조절 물질생산에 적합한 기본조건을 측정하고 생물반

응기의 최적배양 환경 모델도 선정하 다. 이와 같이 팔손이나무의 농가 계약 재배를 위한 

유기적 협조 구축을 위한 시도를 진행하 고, 팔손이 활성 성분들의 추출, 고농도 농축 및 가

공이 용이한 공정 적성 실험을 수행하 다. 따라서 상기의 연구에 의한 팔손이 배양체 및 활

성 물질의 유용성(생리활성 검증), 고배양수율 및 제품화 가능성을 바탕으로 3년차의 집중적 

연구 개발을 위한 모상근 등 팔손이 조직 배양체내 유용 물질 분리 및 정제와 함께 유용 물

질의 생리 활성 기능의 소재화 여부를 판단하 고, 기술 관련 특허의 출원 및 학회 발표를 
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완료하 다.

 3차년도 연구에서는 그동안의 연구결과를 바탕으로 생리활성 물질의 대량생산 시스템을 개

발, 최적화하 고, 분리된 순수 물질들의 생리 활성 기작 연구와 활성 유지가 가능한 추출 공

정을 확립하여 대상 유용 활성 물질 중 소재화가 가능한 물질을 선별, 대량 생산 공정을 통

해 배양된 팔손이나무의 부위별 조직 배양체를 이용한 기능성 소재화 기술을 확립하 다. 또 

생물반응기에서 증식된 세포 및 기간의 유효생물함량 증가 조건을 규명함으로서 대량 배양 

공정 변수의 최적화 및 scale-up을 완료하 다. 이를 바탕으로 결정된 공정에 따라 시제품 

생산 및 특허 출원을 완료하 다. 또한 개발 공정 및 시제품들의 marketing 분석 및 기타 경

제성을 검토하여 농가의 관목 재배 기술지도 및 계약 재배를 위한 방안을 구축하고 연구 결

과를 바탕으로 팔손이 유용 물질의 상용화를 위한 시설 및 운 비 계산 등과 같은 경제성 분

석을 통해 최종 산업화를 위한 모델을 확정하 다.

 최종적으로 3년 동안 단계적 연구를 통해 팔손이의 유용 활성 물질을 확인하고 대량 배양 

공정을 확립시킴으로서 국내 자생 팔손이의 부위별 활용을 증진시킬 수 있었고 이를 이용한 

제품화 공정을 산업화시킴으로써 고부가가치를 창출할 수 있는 공정 system을 확립하 으며, 

대상 활성 성분들의 in vitro, iv vivo 관련 생리활성 검증 및 가공적성 평가를 통해 팔손이나

무로부터 새로운 건강기능성식품 및 생물 의약품 또는 소재화 기술 개발을 이루어 고부가가

치를 창출할 수 있는 새로운 형태의 팔손이나무 활용 기반을 마련할 수 있었다. 
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연구개발결과의 활용계획
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제 6 장 연구 개발 결과의 활용 계획

 팔손이의 부위별 추출물, 단리화합물, 부정근 배양체등을 이용한 생리활성 결과를 통해 각 

공정별 기술의 확립이 가능하 다. 특히 팔손이와 동과의 수종인 가시오갈피, 음나무, 두릅나

무등의 유용생리활성이 알려지면서 민간 및 기능성 식품 및 제약 회사의 원료로 이용되어 국

내에서의 무분별한 채취가 자행되고 있다. 이에 따라 두릅나무과의 수종들은 멸종위기에 처

해있고 이에 따라 이들 수종에 대한 종 보호를 위한 연구가 지속되고 있다. 그 예로 본 보고

서에서 실시한 조직의 대량 배양법에 대한 연구와 기내 무균 종자 발아를 통한 유식물의 대

량 생산을 통한 토양재배 등의 연구를 통해 각 종의 보호를 위한 연구가 진행되고 있으나 조

직배양을 통한 유전자의 돌연변이 형질의 발현 등의 문제로 인하여 완전한 결과를 얻기가 힘

든 실정에 있다. 이에 본 연구는 두릅나무과 수종의 대체 작물로서의 활용성을 극대화시키기 

위하여 팔손이 수종을 활용하 다. 

 팔손이를 식․의약품 소재로 활용하기 위해 식용이 가능한 용매를 선택하 고 팔손이의 각 

부위에 대한 추출물의 활성 비교를 통해 근피 추출물을 선택하여 이의 추출공정을 개발하

다. 이 추출공정에 의해 추출 수율이 약 5%까지 증가하는 것을 확인하 다. 또한 근피의 생

리활성 실험 결과는 타 수종의 근피 추출물들과 결과와 유사한 것을 확인하 고 이를 활용한 

식․의약품으로서 소재화의 경제성 효과가 높을 것으로 사료된다.

 또한 타 수종의 대량 배양 연구에서와 같이 팔손이 부정근의 기내배양을 통한 이들의 추출

물의 활용성도 확인할 수 있었다. 특히 부정근의 대량 배양은 기후 및 지형의 조건에 구애받

지 않고 언제 어디서나 가능하기 때문에 경제적으로나 수종 보존을 위해서나 높은 효율성을 

나타낼 것으로 사료된다.

 이 기술이 상용화 되면 국내의 특용 작물 및 기타 임산물들을 이용한 산업에 일대 변혁이 

예상되며, 수목자원이 새로운 소득 작목으로 부상해 지금까지의 단순 활용을 넘어 진정한 의

미의 기능성 식품 또는 식품 소재의 개발에 시초가 될 것이다. 본 연구의 성공은 기존의 임

산물을 이용한 기능성 식품 개발로부터 얻을 수 있는 경제적 파급효과의 수십 배에 달하는 

결과를 얻을 수 있을 것이다. 특히 이 같은 대량 배양 공정에 의한 수목자원의 보존 방안을 

병행한 산업화 기술은 다른 가공 공정에 비해 인식과 성공 가능성이 매우 높으며, 공정 개발

이 곧 산업화와 직결되는 장점을 갖고 있다.

 공정 개발의 산업화를 위해 분말, 과립, 타정, 파우치의 4종류 시제품을 제작하여 관능평가
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를 실시하 으며 평가결과 팔손이 근피 및 부정근을 이용한 파우치의 선호도가 가장 높은 것

으로 나타났다. 이 파우치 제품을 통해 경제성 평가를 수행한 결과, 원재료에 비해 가공 공정

을 통한 파우치 제품이 상품성 및 경제성에서 우수함을 알 수 있었다. 하지만 팔손이 근피의 

경우 나무 전체를 매입해야 이용가능한 부위인 탓에 원재료가 고가라는 단점을 안고 있어 원

재료 및 가공물 모두 다른 작물과의 가격 경쟁에서 약점을 가지고 있다. 하지만 대량 기내 

배양 공정을 통한 팔손이 부정근을 대신 사용함으로써 원재료 비용을 대폭 절감하여 가격 경

쟁력을 갖출 수 있음이 경제성 평가를 통해 나타났다. 따라서 높은 기능성을 가지는 팔손이

의 배양체를 이용함으로써 수목자원의 기능성과 경제성 모두에서 활용 가치가 높은 제품화가 

가능성이 입증되었다.

 또한 본 연구의 결과물인 시제품들을 marketing 조사한 결과 지금 현재 소비자들이 요구하

는 새로운 형태의 기능성 제품 수요에 부응하는 것으로 성고 가능성이 매우 높다. 현재 시판

중인 제품에 기능성을 부여하여 새로운 형태로 개발, 시판하고자 한다.
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