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요 약 문

제 목.Ⅰ

미나리발효액으로부터 간기능 활성화음료의 개발

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

최근 건강에 대한 관심이 높아지면서 식품의 약리 기능성 물질 탐색에 관한 연

구가 활발히 진행되고 있다 특히 허브를 포함한 다양한 유용식물에 대한 관심이.
어느 때보다도 높아져 있고 유용식물을 이용한 신약 개발 및 농업 신소재로 천연,
물을 이용하려는 노력이 가속화되고 있다.

식품유래의 특정 성분들은 인체의 신경계 순환계 내분비계 생체방어계 세포, , , ,
분화 등 각종 생리기능조절계에 작용하여 직 간접으로 생체조절기능 효과를 나타·
내므로 이들 특정성분들에 의한 생체조절계 및 생체방어계에 대한 적절한 조절이

가능하게 된다면 그것은 전인류적 규모의 지속적이고도 가장 자연스러운 건강유지

를 위한 강력한 수단이 될 수 있음을 의미한다 따라서 이들 식품유래의 생체조절.
기능성 인자들의 작용기구 작용부위 구조해석 등의 해명은 대단히 중요하다 하겠, ,
으며 이러한 연구들은 하나같이 인 영역의 연계 속에서 가능한 것으로 식품學際的

을 통한 건강유지 및 질병예방의 새로운 학술체계의 수립을 의미한다 하겠다.
형 간염 바이러스는 인체에 특이적으로 감염되는 헤파드나비리대B

계통의 바이러스로서 세계적으로 약 억 천 만명의 인구가(Hepadnaviridae) , 2 5
형간염 에 감염되어 있다 형 간염 바이러스는 현재까지 한국 국민의 형HBV(B ) . B B

간염 바이러스 보유율은 정도인데 이중 내지 가 간경변증까지 진행되8% , 15 20%
고 간경변증 환자의 정도에서 간암으로 전이되는 것으로 알려져 있으며 추후20% ,
더 이상의 보균자가 발생하지 않더라도 만명의 간경변증 환자와 만명의 간암70 14
환자가 발생할 것으로 추정된다 형 간염 바이러스의 잠복기는 내지 일 정. B 60 110
도이며 다양한 정도의 임상기를 거쳐 내지 는 완전히 회복된다 감염에서90 95% .
회복되지 않는 환자의 경우에는 가 사람 간세포의 게놈 에 동화되, HBV DNA DNA
어 만성 활동성 간염 간경병증 간암 등으로 발전하게 된다 에 의한 만성간, , . HBV
염은 다른 질환과 마찬가지로 만성 바이러스 감염증 임파종 질환 및 만성 신장장,
애를 일으킨다 따라서 만성간염은 더욱 강력한 형태의 질환으로 발전하여 결국 환.
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자를 사망에 까지 이르게 하는 치사율이 매우 높은 질환이다.
미나리는 우리나라 전역에서 자생하고 있으며 중국 일본 등 아한대에서 열대,

에 이르는 지역에서 널리 분포하고 식용으로 재배하고 있다 중국에서는 이미 기원.
전 천년 경부터 논미나리 밭미나리를 재배했다고 알려져 있을 정도로2 , 식품으로서

오랫동안 상용되어진 식물이다 본 과제에서는 간 기능 개선 및 간염에 효과를 가.
지는 미나리 함유 유효성분을 건강지향식품화 함으로써 간 이상으로 발생하는 많

은 질병의 예방 및 치료에 기어코자 한다.

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

최종목표를 달성하기 위해 다음과 같이 제 세부과제 및 협동과제로 구성1, 2
하였다.

제 세부과제 미나리 발효추출물에서 유효물질 제품의1) 1 : / in vitro 활성 측정

미나리 발효추출물 유효성분의 간염억제 및 간 기능 개선에 대한 연구- /
간염 및 간기능 개선 물질들의 작동 기작의 연구-
미나리 추출물에서 독성물질에 대한 연구-
미생물 발효를 통한 독성물질의 저감에 대한 연구-
미나리 발효추출물의 기능성 증진 다른 화합물과의 상승효과 에 대한 연구- ( )

제 세부과제 미나리 유효성분의 추출 발효 및 제품개발에 관한 연구2) 2 : ,
미나리의 다양한 추출법을 사용 간 기능 개선 또는 간염 억제 성분의 동정- ,
단일성분 복합성분의 정제 동정- , ,
추출조건의 최적화 연구-
발효 미생물의 선정 및 발효조건의 확립-
공업적 생산 최적화 연구-
기업과 공동으로 발효액에 대한 기호도에 대한 조사-
다양한 형태의 응용제품개발-

협동과제 미나리에서 간활성 유효물질 제품의 간기능 활성화에 대한 전임상3) : /
추출물 또는 발효물의 간염 및 간기능 개선에 대한- in vivo 동물 실험

간염 및 간독성 유발물질에 대한 억제 연구-
미나리 추출물의 독성 연구 생존율- ( , LD50)
추출물 또는 발효물의 간독성 시험 생- ( 리학적 면역학적 시험, )
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연구개발 결과 및 활용에 대한 건의.Ⅳ
제 세부과제 미나리 발효추출물에서 유효물질 제품의1) 1 : / in vitro 활성 측정

본 연구는 미나리의 간기능 개선 효과의 기작을 in vitro 실험계에서 규명하는

데 초점을 두었다 우선 제 세부과제와의 효율적인 관계 형성을 통해 제 세부과. 2 2
제에서 추출 분획한 물질을 대상으로 실험하였으며 기작 규명을 위해서 형 간염B
바이러스 모델인 간세포주를 사용하였다 미나리를 대상으로 가지 용HepG2.2.15 . 4
매 를 사용하여 추출된 분획을 세포독성 검((Hot-, Cold-water, Ethanol, Methanol)
정을 하였는데 본 실험에서 효과가 나타난 의 경우ethanol fraction(OJE) 600

의 농도에서 세포독성이 나타나지 않았다 하지만 의 농도에서 약ug/ml . 1000 ug/ml
의 세포독성이 나타나는 것을 확인하였다 이 를 바탕으로 세34% . data HepG2.2.15

포로부터 항염증작용을 나타내는 기작을 규명하기 위해 proinflammatory
활성 등을 측정한 결과cytokines, NF-kB , virus DNA replication, HBsAg/HBeAg

미나리 추출물은 의 신호전달체계를 억제하는데NF-kB transcription factor I-kBa
의 분해를 억제하여 의 핵으로의 전사를 억제함으로 염증유발p65 subunit

의 발현을 억제하는 것으로 나타났다 또한 형 간염 의cytokines DNA . B virus DNA
을 억제하여 의 형성을 저해하였고 또한 의 발현을 억replication viral particle DNA

제함으로 간염 전파의 원인으로 알려져 있는 의 발현 저해하였다HBeAg/HBsAg .
또한 감염된 세포의 를 변화시켜 를 유도하는 것으로 나타Bax/Bcl-2 rato apoptosis
났다 이것을 바탕으로 과 층을 대상으로 추가 실험을 하. chloroform ethyl acetate
였는데 모두 유사한 결과를 얻었으나 층에서 다소 높게 활성이 나타났chloroform
다 제 세부과제에서 추출물의 활성 성분을 분리한 결과 로 동정되었. 2 caffeic acid
는데 농도에서 의 유리를 억제하는caffeic acid 5 ug/ml proinflammatory cytokines
것으로 확인되었고 향후 제품화의 측면에서 보조적인 자료로 활용하기 위해 기존

의 간염치료제와의 상승작용을 확인하였다 를 와 동시처리하. caffeic acid vitamin C
였을 경우 유의적인 효과를 얻지 못하였는데 이것은 의 항산화력이caffeic acid

의 효과를 뛰어넘어 서로에게 상승효과를 가져오지 못한 것으로 생각되vitamin C
며 특히 항산화 작용 방식이 유사하여 협조적인 상승효과 또한 얻지 못한 것으로

생각된다 하지만 을 와 사용한 결과 효과적인 상승효과를. lamivudine caffeic acid
확인하였는데 본 실험에서도 확인된 바와 마찬가지로 미나리추출물이 virus DNA

을 억제한 것을 볼 때 의 역전사 억제효과를 효율적으로 지원replication lamivudine
하여 상호작용하였으리라 생각된다.
본 연구의 결과로부터 미나리 추출물과 분리동정된 는 신호, caffeic acid NF-kB

전달체계를 억제함을 통해 간염의 진행을 효과적으로 억제할 것으로 여겨지며 또

한 을 억제하여 의 활성을 저해하는 효과 또한 있는 것virus DNA replication virus
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으로 여겨지며 기존에 임상적으로 사용되고 있는 간염치료제와 더불어 보조적인

역할을 담당할 수 있는 제품 개발을 기대하게 된다.

제 세부과제 미나리 유효성분의 추출 발효 및 제품개발에 관한 연구2) 2 : ,
본 연구는 화순에서 생육되는 미나리(Oenanthe javanica 를 이용하여 간DC.)

기능 개선 물질을 동정내고 그 활성을 확인함과 아울러 건강지향제품으로의 시제,
품화에 초점을 두었다 미나리를 대상으로 가지 용매. 4 (Hot-, Cold-water, Ethanol,

를 사용하여 추출을 실시하였고 그 중 에탄올 추출물이 가장 많은 페놀Methanol) ,
성 화합물을 함유하고 있으며 가장 높은 항산화 활성을 보유하고 있음을 확인하였,
다 미나리 추출물 은 추출물의 극성에 따라. ethanol (OJE) hexane, chloroform,

순으로 분획한 후 과ethyl acetate, water DPPH radical super oxide anion radical
소거실험을 실시한 결과 가장 높은 활성을 보인 층을 대상, ethyl acetate (OJE-E)
으로 를 실시하여 높은 항산화 활성을 나타낸 밴드를thin layer chromatography
확인하고 로 분리하였다 미나리의 활성물질은HPLC . caffeic acid

로 확인되었으며 는 항산[3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoic acid] , caffeic acid
화 활성을 가진 물질의 하나로 커피콩 감자 채소 등에도 들어있는 것으로 알려져, ,
있다 의 간 기능 개선효과를 알아보기 위해 세포를 이용하여. Caffeic acid HepG2
in vitro 를 수행하였다 세포생존 정도를 측정하기 위해 를 수행assay . XTT assay
한 결과 를 처리한 세포는 활성산소의 하나인caffeic acid(30-50 ug/mL) H2O2 처

리에 의한 세포 독성을 유의적으로 억제 하였으며 농도가 현저히 저하되었, ROS
다 산화적 스트레스에 대한 항산화 효과를 알아보기 위하여 함량과. , MDA, GSH

활성을 측정하였다 무처리 대조군과SOD, GPx, Catalase, GST . H2O2 만 처리한 군

과(HPO), caffeic acid 20 ug/mL H2O2 를 처리한 군 그리고(CAL) caffeic acid
과50 ug/mL H2O2 를 처리한 군 으로 나누어 실험하였다 지질 과산화물인(CAH) .

는MDA H2O2 만을 처리한 군에서는 다른 실험군 들에 비하여 유의하게 증HPO
가하였으며 대조군과 를 처리한 후caffeic acid H2O2를 처리한 군 간(CAL, CAH)
에는 유의차가 없었다 함량과 활성은. GSH SOD, GPx, Catalase, GST H2O2 만을

처리한 군에서는 유의하게 낮은 활성을 보였고 를 전처리 한 군HPO , Caffeic acid
은 대조군과 유의한 차이가 없었다 이와 같은 결과는 의 처리가 세포. caffeic acid
의 산화적 스트레스를 억제하고 있음을 시사한다.

위와 같은 결과를 토대로 동물 실험을 진행하기위하여 마리의 주령 수컷, 24 8
을 대상으로rat in vivo 를 수행하였다 를assay . Caffeic acid(10 mg/kg, 40 mg/kg)

주 동안 경구 투여하였으며 마지막 투여 세 시간 후2 , CCl4 를 경구 투여하여 간독

성을 유발시켰다 에서 수집한 혈액 분석 결과. Rat , CCl4 만 투여한 에서는 간Rat
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독성 지표인 와 수치가 증가하였고GOT GPT CCl4 투여 전 를 경구caffeic acid
투여한 에서는 그 수치가 유의적으로 감소하였으며 세포 괴사도 감소하였다rat , .

의 간과 신장을 균질화 한 후 함량과Rat MDA, GSH SOD, GPx, catalase, GST
활성을 측정하여 본 결과 함량은, MDA CCl4 만 처리한 군에서 유의적으로 증가하

였으며 함량과 활성은 유의적으로 낮게 나타났다, GSH SOD, GPx, catalase, GST .
그러나 CCl4 투여 전 를 경구 투여한 에서는 이 같은 효과가 보이caffeic acid rat
지 않았으며 대조군과의 유의차가 없었다, .

본 연구의 결과로부터 미나리로부터 분리된 는 산화적 손상으로부, caffeic acid
터 세포를 보호하며, CCl4 투여로 인해 발생하는 간독성에 대한 억제효과를 갖고

있음을 확인하였다 따라서 미나리 에탄올 추출물 또는 이로부터 분리된. , caffeic
는 간 기능 개선용 건강지향제품으로 활용될 수 있을 것으로 기대된다acid .
연구를 통하여 미나리 간독성 가능성을 완화시키는 목적으로 발효를 선택하여

기능성향상을 목표로 하였다 그러나 실험에서 미나리추출물과 발효추출물의 여러.
실험을 통한 간보호 활성에 대한 유의적 차이가 없었고 독성자체도 없어 발효보다

는 경제성에 의거 직접추출물로 제품화를 하였다 전체적인 기호도를 고려하여 탄.
산음료와 이온음료형태로 제제를 하였으며 미나리의 향취가 비교적 강하여 저가이

지만 높은 기능성을 위하여 많은 양을 넣지 못하였고 일반 음료의 형태를 빌어 이

용성을 높이고자 하였다.

협동과제 미나리에서 간 활성 유효물질 제품의 간기능 활성화에 대한 전임상3) : /
본 연구는 미나리 추출물의 생쥐 실험계에서 간 기능개선 효능을 확in vivo

인하고 추출물과 발효액의 안전성을 확보하는데 초점을 두었다 미나리 추출물과.
분획의 동물독성확인을 위해 를 사용하였고 간염유발에 따른 면역학적ICR mouse
지표와 안전성을 측정하기 위해서는 를 사용하였다 먼저 주령된balb/c mouse . 6

마리를 으로 구분하여 농도를 매일 경구ICR mouse 24 4 groups 0, 1, 2, 5 g/kg
투여하여 주동안 미나리 추출물의 독성을 확인한 결과 단 한 마리의 도 죽4 mouse
지않았음으로 일반적인 투여농도에서는 전혀 문제가 되지 않는 것으로 확인하였다.

의 장기 및 를 통해 염증유발 을 확인한 결과 면역학적mouse splenocyte cytokines
으로도 독성이 나타나지 않았다 간의 의 함량 및 지질산화도를 확인 한. vitamin E
결과도 미나리 추출물의 투여 는 의 간보유율을 증대시켰는데 이(5g/kg) vitamin E
것은 간과 혈중 산화적스트레스를 미나리 추출물이 완화시킴으로 간에 존재하는

의 소비를 억제한 것으로 생각된다 이것은 결과와 비vitamin E . lipid peroxidation
교해 봐도 일치하는 것으로 미나리 추출물이 간 지질 산화를 억제하는 것으로 나

타났다.
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간기능 개선을 위해 로 간염을 유발시킨 에서 면역학적인 지ConA balb/c mouse
표를 측정하였는데 혈중 농도 및 염증관련 의 유리PGE2 cytokines(IL-1b, TNF-a)
를 미나리 추출물이 감소시키는 것으로 나타났다 또한 과도한 세포의. cytotoxic T
활성을 정상화 시켜 비정상적인 를 억제한 것으로 결과를 얻었다 하지만apoptosis .

세포에 대한 효과는 확인되지 않았다 미나리 발효액의 안전성을 확인하기 위NK .
해 주령된 마리를 구입하여 매일 의 발효원액을 주간 경구6 balb/c mouse 24 1ml 4
투여 하였다 발효액의 장기적인 투여는 생리학적 면역학적인 지표에 변화를 가져. /
오지 않았으며 따라서 동물전임상에서는 안전한 것으로 나타났다 로 간염을. ConA
유발시킨 쥐에서는 발효액의 투여가 간염의 증상을 다소 감소시키는 것을 확인하

였으나 기대했던 만큼 큰 차이는 나타내지 않았다.
본 연구의 결과로부터 미나리 추출물과 발효액은 전임상 단계에서 매우 안전한,

것으로 생리학적 면역학적 지표에 의해 확인 하였으며 장기적인 투여는 로/ ConA
유발된 간염모델에서 부분적인 효과를 나타내었음으로 기존의 미나리 섭취가 독성

으로 인해 간손상을 유발할 수도 있다는 일설에 대해 미나리 제품의 안전성을 확

보하였다고 생각되며 또한 발효액도 독성이 나타나지 않았음으로 향후 미나리 관

련 제품의 판매 확보와 발효액을 이용한 새로운 제품의 개발이 기대된다.
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SUMMARY

. TitleⅠ

Development of functional drinks from Oenanthe javanica Dc. to enhance
hepatic protection

. Objectives and SignificanceⅡ

Oenanthe javanica Dc. (OJ) is a perennial herb which mostly grows on a
dam ground or a streamside and also it is a natural product that was widely
used as a medicinal food to treat for jaundice, hypertension, and liver diseases
in traditional way. The purpose of the study is to develop the functional food
or drinks to enhance hepatic protection from hepatitis or else, to define its
action mode for safety purpose, and to accumulate database to help the
industrialization in both in vitro and in vivo.

. Research SummaryⅢ

The present study was conducted to investigate the hepatoprotective effects
of Oenanthe javanica DC. (OJ) against oxidative stress in two experimental
models, hepG2 cells for in vitro and rats for in vivo. The OJ was extracted by
hot water (OJH), cold water (OJC), 80% EtOH (OJE) and MeOH (OJM). Of
four extracts, OJE contained the relatively large phenolic compound. It also
exihibited the high DPPH radical- and superoxide anion radical- scavenging
activities with the inhibition of lipid peroxidation. To determine the in vitro
hepatoprotective effects of OJE and OJH, they were treated to HepG2 cells in
the presence of H2O2. Compared to the cells with the treatment of OJH, OJE
treated cells showde the high viability, suggesting OJE as a better
hepatoprotectant. Since OJE had the high hepatoprotective pontential, it was
further fractionated by partitioning with n-hexane (OJE-H), chloroform
(OJE-C), ethyl acetate (OJE-E) and water (OJE-W).  In this stage, OJE-E
showed the highest amount of phenolic compound and the strongest
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antioxidative activities among the other fractions. The fact that OJE and OJE-E
revealed the high antioxidant activities, indicates that they have a high
concentration of phenolic compounds, which are responsible for their high
antioxidant activities. Also, OJE-E exhibited the protective effect against
oxidative stress induced by 2mM H2O2 in HepG2 cells. Therefore, OJE-E was
employed to the next study for the purification of hepatoprotectant by TLC and
HPLC.
In determining an action mode of OJE in molecular and cellular basis,

HepG2.2.15 cell line was employed, which is transfected by hepatitis B virus
(HBV) genome. Cytotoxic level of OJE was determined by MTT assay; then
EC50 was determined as 1750 ug/ml of OJE-E. The proinflammatory
cytokine(IL-1b and TNF-a) production was reduced to the control level by
treatment of 600 ug/ml. The induction of COX-2 was inhibited by OJE
treatment in a dose-dependent manner. At the same line, PGE2 level was also
reduced by OJE treatment in a dose-dependent manner. Determined by
luciferase assay, both NF-kB and AP-1 transcriptional expression induced by
LPS was reduced to control level at 600 ug/ml. The degradation of ikBa was
blocked by treatment fo 600 ug/ml OJE. These findings suggest that OJE could
down-regulate inflammation reaction by inhibiting both NF-kB and AP-1
transcriptional factors, implying that OJE may inhibit inflammation process in
hepatitis B virus (HBV)-infected liver cells. Although OJ has been long used
for treatment of hepatic disease such as hepatitis and liver cirrhosis, there are
reports in controversy referring that it has no effect or aggravate the symptom
of hepatic diseases. Thus, in current study, we have evaluated anti-viral effect
of OJE in HepG2.2.15 cells. The extracellular secretion of HBeAg and HBsAg
from HepG2.2.15 cell was decreased at 600 ug/ml of OJE, indicating that it has
blocked the viral expression, evidenced by mRNA level.
in vivo animal study, the immunological and biochemical parameters were

applied to ensure the safety of OJE. In survival test, ICR mice have been
survived for 4 weeks with 5g/kg/day OJE through oral administration. The
function of spleen and liver was same as control, which OJE in long-term
treatment would not cause any toxicity at least in animal study. In
ConA-induced hepatitis model with balb/c mouse, OJE consumption for 4
weeks showed the reduction in plasma TNF-a, IL-1b, PGE2, and lipid
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peroxidation. Consumption of fermented OJ has also revealed no harmful effect
on biochemical and immunological parameters. It showed the synergistical effect
with vitamin E consumption to remove oxidative stress, but it has no
synergistically effect on alleviating inflammation with lamivudine in
combination. Based on these results, at least in animal model, it has been
demonstrated that OJ extract and its fraction could be used as a functional
food to help reduce inflammation reaction in liver.
The hepatoprotectant from OJ was identified as caffeic acid (CA). Caffeic

acid [3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoic acid], which is a hydroxycinamic
acid derivative, is one of the antioxidative compounds in various agriculture
products such as coffee beans, potatoes, grains and vegetables. To determine
the antioxidant activities of CA, the DPPH radical- and superoxide anion
radical-scavenging activities and the TBARS generation inhibitory activities
were examind.  In DPPH radical scavenging activity assay, IC50 was 5.35
ug/mL, and the inhibitory effects on TBARS generation was 76.8% at a dose
of 80 ug/mL.  To investigate the hepatoprotective effects of CA, assays for the
H2O2-induced cytotoxicity and the formation of intracellular reactive oxygen
species were performed in HepG2 cells. The pretreatment for 24 h with 30~50
ug/mL of CA completely prevented the oxidative stress induced by H2O2. Also,
less reactive oxygen species were intracellularly formed with the treatment of
CA. When CA was treated in HepG2 cells, the changes in enzymatic
antioxidative activities such as superoxide dismutase (SOD), catalase,
glutathione-S-transferase (GST), and glutathione peroxidase (GSH-Px) and
non-enzymatic antioxidative activities such as glutathion (GSH), and
malondialdehyde (MDA) were examined. The cells were divided into 4 groups;
) control, ) 2 mM Hⅰ ⅱ 2O2, and ) 2mM Hⅲ 2O2 plus 10 ug/mL of CA, and )ⅳ

2 mM H2O2 plus 40 ug/mL of CA. The activities of SOD, catalase, GST,
GSH-Px and GSH levels in the H2O2 group were significantly lower than those
of the control group, while H2O2 plus CA group stimulated the hepatic enzyme
activities and GSH level. The level of MDA which had been increased by
H2O2 were markedly decreased in the CA pre-treated group.
From these results, we recognized that CA might be considered as a useful

agent in the prevention of various liver injuries induced by oxidative stress.
Therefore, the capability of CA to protect against CCl4-induced hepatotoxicity
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and oxidative stress was investigated in rats. In this study, the model of
CCl4-induced acute hepatotoxicity in rats, was employed because this chemical
is a potent hepatotoxin and a single exposure can rapidly lead to severe hepatic
necrosis and steatosis. As expected, a single oral dose of CCl4 at 1.25 mL/kg
showed the significant hepatotoxicity, as evidenced by a dramatic elevation in
the serum GOT and GPT activities and an increased incidence and severity of
histopathological hepatic lesions in rats. In addition, CCl4 treatment produced
high levels of oxidative damage, as evidenced by a significant elevation in
hepatic MDA level and a significant decrease in GSH concentration and
catalase, SOD, GST, and GPx activities, which suggest a role of oxidative
stress in CCl4 hepatotoxicity. However, pre-treatment with CA showed a
significant protective effect against CCl4-induced acute hepatotoxicity and
oxidative stress in rats. A single oral dose of CCl4 at 1.25 mL/kg resulted in a
significant increase in the hepatic MDA concentration, indicating increased lipid
peroxidation caused by administration of CCl4. The significant decrease in the
hepatic MDA concentration confirms that pretreatment with CA could
effectively protect against the hepatic lipid peroxidation induced by CCl4.
These results indicated that CA from OJ had protective action against

H2O2-induced hepatotoxicity in vitro and CCl4-induced hepatotoxicity in vivo,
indicating CA as a useful hepatoprotectant against various liver diseases
induced by oxidative stress.
Based upon these results, the ethanolic extract from O. javanica DC. were

further utilized as the industrial point. The industrial-based extraction and
purification procedure was established, and then the drink containing the
hepatotactant from O. javanica DC. was produced.
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제 장 연구개발과제의 개요1
제 절 연구개발의 목적1

미나리는 우리나라 전역에서 자생하고 있으며 중국 일본 등 아한대에서,
열대에 이르는 지역에서 널리 분포하고 식용으로 재배하고 있다 중국에서는 이미.
기원전 천년 경부터 논미나리 밭미나리를 재배했다고 알려져 있을 정도로2 , 식품으

로서 오랫동안 식용되어온 식물이다.
미나리는 다습한 땅이나 물이 흐르는 곳에서 자생하고 있는 다년생 초본

으로, 수영 수근 등으로 호칭되기도 하며 미나리과에 속하고 학명은, Oenanthe
javanica로 알려져 있는데 오래전부터 민간요법이나 한방에서 다양한 용도로 널리,
사용되어 왔다 항지방간 작용 간경병 억제 작용 혈중 콜레스테롤 저하 작용 해. , , ,
독 작용 지혈 작용 등의 여러 약리작용을 지니고 있어 물고기 중독 혈뇨 자궁출, , , ,
혈 고혈압 불면증 등 여러 질병의 치료에 다양하게 응용되고 있으며 특히 급만성, , ,
간염의 치료에 효과적인 것으로 알려져 있다 중국 대사전 상권 중( , , pp 1044-1047;
국 대사전 권 천연약물 대사전, 2 , pp 1334; , pp 244).

그러나 미나리를 포함하는 각종 식물의 뿌리 몸체 열매 등에 다양하게, , ,
분포하는 것으로 알려진 계 유도체는 에이즈 바이러스 억제작용coumarin (Totani

혈압강하 작용et al., JP 03,227,923): (U. Zutshi et al., Indian J. Exp. Biol. 16,
면역억제작용 등836(1978); (H. C. uanget et al., Eur. J. Pharmaco. 198, 211(1991)

의 다양한 약리작용이 보고되어지고 있으나 미나리의 형간염에 대한 깊이 있는, B
연구는 진행되어진바 없다.

형 간염 바이러스는 인체에 특이적으로 감염되는 헤파드나비리대B
계통의 바이러스로서 세계적으로 약 억 천 만명의 인구가(Hepadnaviridae) , 2 5

형간염 에 감염되어 있다 형 간염 바이러스는 현재까지 한국 국민의HBV(B ) . B B
형 간염 바이러스 보유율은 정도인데 이중 내지 가 간경변증까지 진8% , 15 20%
행되고 간경변증 환자의 정도에서 간암으로 전이되는 것으로 알려져 있으며20% ,
추후 더 이상의 보균자가 발생하지 않더라도 만명의 간경변증 환자와 만명의70 14
간암 환자가 발생할 것으로 추정된다 월간약국 월호(I.H. Hu et al., 4 , PP

형 간염 바이러스의 잠복기는 내지 일 정도이며 다양한 정도54-59(1992)). B 60 110
의 임상기를 거쳐 내지 는 완전히 회복된다 감염에서 회복되지 않는 환자90 95% .
의 경우에는 가 사람 간세포의 게놈 에 동화되어 만성 활동성, HBV DNA DNA
간염 간경병증 간암 등으로 발전하게 된다 에 의한 만성간염은 다른 질환과, , . HBV
마찬가지로 만성 바이러스 감염증 임파종 질환 및 만성 신장장애를 일으킨다 따, .
라서 만성간염은 더욱 강력한 형태의 질환으로 발전하여 결국 환자를 사망에 까지
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이르게 하는 치사율이 매우 높은 질환이다(Don Ganem et al., Ann. Rev.
Biochem. 56, 651(1987); R.P. Beasley et al., Lancet 2, 1129(1981); D. A. Shafritz
et al., New England J. Med. 305, 1067(1981); S.N. Zaman et al., Lancet 1,
1357(1985)).

따라서 본 연구그룹에서 개발하고자하는 미나리발효액은 우리나라에 많이

보유하고 있는 간염 바이러스나 생활환경에 의한 간이상으로 발생하는 많은 질병을 예

방 및 치료를 목적으로 미나리를 이용한 간보호음료를 개발하고자 한다.

제 절 연구개발의 필요성2
제 항 기술적 측면1

국내 형 간염 바이러스 보유율은 로 간질환발생가능성 예고B 8%￮
형간염의 치료는 현재 예방백신이외에는 특별치료가 없음B￮

현재 간염 및 간질환 치료에 경제적인 손실초래￮
각국에서 간염치료제 개발에 막대한 연구비 투자하는 현실￮
해외에서는 생약추출물에 대한 연구가 많은 진행되었으나 국내의 경우￮
일부 황칠 인진쑥 백화사설초 용담초 산두근 등 에서 시도( , , , , )
생약추출물에 대한 한의학적인 풍부한 임상결과 보유 중의학 한의학서( ,￮
적)
과학적 검증이 없어 의학계에서는 사용에 대한 부작용 우려 높음￮
고기능성 식품개발의 필요￮
상용 음료개발을 통한 대량소비처의 개발￮

제 항 경제 산업적 측면2 ⋅
￮ 전세계 형간염의 치료제 시장규모는 약 억 달러 규모B 20
￮ 국내 간염 보조치료제 시장규모만 약 억원에 달하고 있음800 .
￮ 신규 간염치료제 개발에 많은 노력을 하고 있음.
￮ 미나리의 소비는 김치의 부재료 생식재료 정도에 한정인 상황,
￮ 미나리의 생산은 연 기작이며 대도시 주변에 하우스 재배하는 실정2 ,
￮ 계절상품과 작황에 따른 수급 불균형을 해소 가능하여 농산물 가격 안

정화에 기여

￮ 간염활성화 기능성 음료개발시 새로운 소득장물로서 각광 예상

￮ 감염보유율이 높은 동남아 지역에 새로운 수출 가능성

￮ 소비자 기호에 따른 다양한 제품 개발이 가능
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제 항 사회 문화적 측면3 ⋅
￮ 우리 농산물로서 기능성 음료를 개발함에 따라 우수성 검증

￮ 재배 단지화를 통한 지역 특산화

￮ 청정지역에서 자라는 특징으로 재배단지의 환경 및 관광농업화

제 절 연구개발의 범위3
본 과제는 간염 및 간 기능 개선에 효과를 가지는 미나리 발효추출물 또

는 유효성분을 간염치료의 대체제로서 발효 음료의 개발을 최종목표로 한다 또한.
기능성과 기호성을 갖는 기능성제품으로 개발을 하고자 하며 발효과정의 최적화를,
통하여 기능성을 확보하며 아래와 같은 연구 및 개발을 하고자 한다.

제 항 미나리 발효추출물에서 유효물질 제품의1 / in vitro 활성 측정

￮ 미나리 발효추출물 유효성분의 간염억제 및 간 기능 개선에 대한 연구/
￮ 간염 및 간기능 개선 물질들의 작동 기작의 연구

￮ 미나리 추출물에서 독성물질에 대한 연구

￮ 미생물 발효를 통한 독성물질의 저감에 대한 연구

￮ 미나리 발효추출물의 기능성 증진 다른 화합물과의 상승효과 에 대한( )
연구

제 항 미나리 유효성분의 추출 발효 및 제품개발에 관한 연구2 ,
￮ 미나리의 다양한 추출법을 사용 간 기능 개선 또는 간염 억제 성분의,

동정

￮ 단일성분 복합성분의 정제 동정, ,
￮ 추출조건의 최적화 연구

￮ 발효 미생물의 선정 및 발효조건의 확립

￮ 공업적 생산 최적화 연구

￮ 기업과 공동으로 발효액에 대한 기호도에 대한 조사

￮ 다양한 형태의 응용제품개발

제 항 미나리에서 간활성 유효물질 제품의 간기능 활성화에 대한 전임상3 /
￮ 추출물 또는 발효물의 간염 및 간기능 개선에 대한 in vivo 동물 실험

￮ 간염 및 간독성 유발물질에 대한 억제 연구

￮ 미나리 추출물의 독성 연구 생존율( , LD50)
￮ 추출물 또는 발효물의 간독성 시험 생리학적 면역학적 시험( , )
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제 장 국내외 기술개발 현황2
제 절 해외의 일반 간염연구 현황1
외국의 최근 및 근래의 연구경향을 보면 신약연구개발 프로젝트의 데이터베이스-
인 의 집계에 따르면 주요 연구대상 신약은 면역증강제 혈관신생Pharmaproject , ,
과정 억제제 등의 항암제이며 제를 포함한 항바이러스제의 신약연구는, anti-HIV
꾸준히 증가하는 추세

다양한 항바이러스제 중에서 활발하게 연구가 진행되고 있는 것은- HIV, HBV,
등이다 의 경우 예방백신의 보급이 원활하게 이루어져 있어서 위험HCV . HBV ,

요소가 많이 제거된 상태이지만 동남아시아를 비롯한 국가에서는 아직도 많은,
환자가 발생하고 있는 상황.

형 간염의 경우 최근 거대 다국적 기업들이 이 분야에 뛰어들면서 연구에 활- B ,
기를 띄기 시작하였으나 치료제 개발에 있어서, HBV-RT(hepatitis B

저해제에 대한 부분에 국한되어 있어 새로운 대안virus-reverse transcriptase)
이 요구되고 있는 실정이다 현대의학에서 사용되고 있는 형 간염에 대한 치료. B
는 인터페론 뉴클레오시드 아날로그 인 라(interferon- )5), (nucleoside analogue)α
미뷰딘 인터류킨 등이 있음(Lamivudine), (interleukin ) .Ⅱ Ⅱ
오랫동안 보편적으로 사용되었던 인터페론과 라미뷰딘은 미 의 승인을 받- FDA
은 성분으로 부작용이 적고 바이러스 증식 억제와 수치의 감소를 보이는ALT
등의 효과가 있다고 알려졌다 년 형 간염 바이러스가 발견된 이래. 1987 C HCV
는 단백질 작용점이 많아서 연구의 주요 작용점으로 바이러스성 단백질의 저해

제를 표적으로 한 연구 등 다양한 연구가 진행중이긴 하지만 아직 초기 단계에

있는 것으로 볼 수 있음.
로부터 공인받은 만성 형 간염치료제로는 주사제인 인터페론과 경구 치료- FDA B

제인 라미부딘 이 있으며 의 감염률 및 치명률이 극격히 증가하(lamivudine) . HIV
면서 직접 환자를 대상으로 각종 시험이 가능하게 되면서 와 마찬가지HIV HIV
로 등 만성 치료제의 연구여건도 풍부해지고 있으며 뉴클레오시드 아날로HBV ,
그 와 표적화된 안티 바이러스성 약물과 같은 다양한 새로(nucleoside analogue) -
운 시도들이 진행중임.
간 섬유화 및 간경화에 효과적인 약물은 아직 없으며 간질환 보조치료제로 사- ,
용 중인 약물로는 실리마린 고미신(Silymarin)6), Schizadrin7), A(Gomisin A)
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등이 알려져 있으며 년 미국의 암젠사는 형 간염치료제인 인터페론을 상1997 C
품화하였으며 옥스퍼드 글리코사이언스 사에서 프로테오믹스를 이용 간암, (OGS) ,
치료제인 의 임상을 진행중에 있다 미국 아이데닉스사는 최근 형 간OGT918 . B
염치료제인 텔비부딘 과 발토시타빈 에 대한 상 및(telbivudine) (valtorcitabine) 2 3
상 임상실험을 진행중임 스위스 로슈사는 신형 인터페론인 페긴테르페론. α

와 리바비린 을 함께 생산하고 있는데 페긴테-2a(peginterferon -2a) (ribavirin) ,α
르페론은 기존의 인터페론 에 고분자 화합물을 부착한 지속성인터페론으로 바-α
이러스 억제에 지속적인 효과를 보이며 단독으로 사용하는 것보다 리바비린과

병용하여 사용시 형 간염의 재발률이 더욱 감소한다는 연구결과를 발표C .
미국 플로리다 대학교 의과대학에서 만성 형 간염 환자를 대상으로C￮
인터페론과 리바비린을 병용투여 간염 바이러스를 억제 리바비린은 항, (
바이러스작용을 하는 합성뉴클레오티드 제제로서 다양한 와 바이DNA
러스에 작용하여 증식을 억제).
미국 카이론사 연구팀은 사이언스 에 형 간염바이러스 가 인체‘ ’ C (HCV)￮
세포의 표면에 있는 수용체 역할의 단백질과 결합 형 간염을 일CD81 , C
으킨다는 사실을 발견

독일 하노버 의과대학의 크리스티안 트라우트바인 교수는 글락소 웰컴￮
이 제조 판매하는 형간염 항바이러스 치료제 제픽스가 주간의 복용B '4
결과 형 간염 바이러스 복제가 억제된 것으로 확인B
중국에서 형 간염 보유율 약 간염백신을 제조하기 위해 당근이(B 15%)￮
나 완두콩 바나나 감자 그리고 채소를 사용하여 형 간염백신의 자체, , C
발현을 통해 인체에 백신이 흡수되는 기술을 선보임

(http://www1.kisti.re.kr:9100/contents/servlet/board.uti)

제 절 국내의 일반 간염연구 현황2
한국인에게 많이 발생하는 형 간염에 국내에서 간질환에 대한 연구는 형 간- B B
염에 편중되어 있다 이는 국내 형 간염치료제 시장의 규모가 전세계 시장의. B
약 을 차지1/3

형 간염이 아시아 국가의 비중이 높기 때문이며 간암 및 간질환은 수년간 주- B
요 사망원인으로 언급되었으며 일본 및 유럽에서도 만성 간질환이 주요 사망원,
인중 하나
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의 분류에서도 우리나라는 보유율이 전인구의 약 인 위험국- WHO HBcAg 10%
가로 신생아에게도 예방백신의 접종이 요구되고 있음,
우리나라 간암환자의 양성율은 평균 약 이고 항체 생성- HBcAg 70% , anti-HCV
율은 약 로 우리나라 간암의 약 이상이 간염바이러스와 밀접환 관계가16% 80%
있는 것으로 보고되고 있음.
높은 간 질환 및 간염을 치료 및 예방하기 위한 높은 수요로 인하여 국내시장이-
크기 때문에 다른 신약과는 달리 국내시장 확보만으로도 크게 성장할 수 있어,
서 신규 간질환 치료제의 개발에 많은 연구가 많이 진행되고 있음, .

년 전까지만 해도 실리마린- 2-3 (silymarin), DDB(Biphenyl Dimethyl
등의 보조치료제에 대한 생체 이용율 개선 등 제제기술 연구와Dicarboxylate)

예방백신 및 진단방법의 개발 등이 치료분야에서 주류를 이어왔지만 세계 최초,
방사성 간암치료제로 한국식품의약품안전청 으로부터 시판승인을 받은(KFDA)
밀리칸의 개발과 임상시험에서 좋은 효과를 보여준 클레부딘 의 개발(Clevudin)
을 계기로 신물질 개발에 관심이 높음.
현재까지 개발된 간 질환 치료제의 약효는 간염 지방간 생성 억제 담즙산 분비- , ,
장애개선 및 초기 간경화 발생 억제 등에 있다 대부분의 약물들은 간경화가 상.
당히 진행된 경우에는 별로 치료효과가 없고 또한 간염 바이러스에 선택적으로,
작용하는 간염치료제 역시 아직까지 개발이 미진

이는 다양한 간장 기능 및 복잡한 간 질환 유발요인으로 인하여 지금까지 정확-
한 질환의 병리적 상태를 규명하지 못하고 있기 때문

현재 간 질환 치료제로 이용되고 있는 약물로는 크게 천연물로부터 분리된 물질-
과 합성약물 두 가지 그룹이 있다 그러나 이러한 약물들의 효과 역시 동물모델. ,
에서 유효성을 밝힌 결과는 거의 없고 간 독성물질에 대한 보호 작용이 임상적,
으로 유효성을 인정받고 있는 수준이며 많은 경우 인체에 독성이 있는 것으로,
나타나고 있음.
국내부광약품은 간세포의 보호 및 재생작용과 항섬유화 효과를 가져 만성간염-
및 간경화에 대한 보조치료제로 생약성분의 실리마린과 빌리빈 성분을 함유한

제제를 제품화하였으며 대전대 한방병원에서는 인진 창출 백출 별갑 나복자, , , , ,
등의 천연물 약재를 혼합하여 알코올성 지방간 간암 등의 간질환 치료에 효과,
가 높은 치료제를 개발하였다 주 헤파가 드는 야생초인 진주초로 제조된 한약. ( )
제제인 헤파가드정 이 년 만성 전염성 간염치료 보조제로 제조품목허가를‘ ’ 2003 ?
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받았고 엔도팜은 초파리에서 항생 및 면역조절기능을 갖는 물질을 찾아내어 화,
학적으로 수식한 물질인 알로페론 을 주사제형 형 간염치료제로 개발하기 위‘ ’ B
하여 임상시험을 진행중이다 국내 바이오 벤쳐기업인 주 바이오코리아는 집신. ( )
나물에서 바이러스 증식억제 및 면역조절 기능을 갖는 신물질 과‘BKL-1’

를 발굴하여 형 간염치료제로 개발중에 있음‘HEPA-3B’ B .
이밖에도 다양한 선진적인 연구들이 진행되고 있는데-

한국과학기술원 유전공학센터 연구팀은 형간염의 시료 중에서 핵(kist) c￮
산을 분리시켰을 뿐만 아니라 이 핵산 중에서 유전자를 합성하는데 성,
공

산림청 임목육종연구소는 최신의 유전공학기술을 응용해 형 간염 치B￮
료용인 펩타이드 백신 유전자를 포플러 잎에 삽입 간염 치료용 백신의,
원료인 생물체를 저렴하게 생산하는 기술을 개발

간염치료용 백신 생산량을 보다 향상시킨 식물개발이 년내 가능할2-3￮
것으로 기대

광주과학기술원에서는 현재 백신과 단백질 백신을 조합하는 방법DNA￮
으로 형 간염에 대한 예방 및 치료용 백신 개발에 도전하고 있고 특C
히 지금까지 치료제로 개발됐던 약물들이 작동하지 않는 메커니즘을

규명

간염에 대한 연구의 세계적인 동향은 주로 바이러스의 와===> DNA
구조가 유사한 항바이러스제로서 각종 가nucleotide analogue
연구의 주류를 이루고 있다.

또한 지금까지 형 간염 치료제로는 에 대한 연구B nucleotide analogue￮
가 주종을 이루었으나 이들의 경우는 심한 부작용이 가장 큰 단점으로,
지적되고 있다 한편 가 아닌 천연약재로부터 형. , nucleotide analogue B
간염 치료제를 개발하고자 하는 연구도 보고되어 있다.

제 절 생약성분의 간염억제 연구동향3
중국 일본 인도 등 자체의 전통의학들이 많이 발달한 나라에서 생약, ,￮
에 대한 연구를 집중적으로 전개

간 질환 치료제로는 대표적으로 과silymarin biphenyl dimethyl￮
가 있다 은 엉겅퀴dicarboxylate, (DDB) . silymarin (Silybum marianum)

의 씨로부터 추출 분리하여 신약화한 제제
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는 년도부터 중국의 중약연구소 베이징 소재 에서 오미자DDB 1980 ( )￮
로부터 분리되어 유사한 구조로 합성된 제제로(Schizandra chinensis)

현재 국내 임상치료에서 많이 사용 등의 약물은. --> silymarin, DDB
예방제의 개념으로 사용되는 것이 아니라 치료제의 개념으로 사용

￮ 독일에서는 인터페론을 사용할 수 없는 형 간염환자를 대상으로 겨우C
살이 와 를 함유한 생약추출물의 자체적인 간기(mistletoe) green tomato
능 보호작용을 이용 직접 투여하여 본 결과 효과가 있다는 결론을 보,
고 (http://www.reutershealth.com/wellconnected/doc59.html)

인디안의 황달 치료제로 널리 알려진 와Phyllanthus niruri￮
라는 약용식물의 추출물이 동물실험에서 형 간염Phyllanthus amarus B

바이러스의 억제에 매우 효과적인 것으로 보고 현재 유효성분 분석과,
임상시험중

일본에서는 라는 가지 생약조성물이 형 만성간염환자Sho-saiko-to 7 C￮
병의 진행을 억제하는데 효과가 있는 것으로 보고(Yamashiki et al.
Hepatology 25(6) 1390-1397(1997))

라는 생약조성물이 형 만성간염환자의 치료에서 치"Mao-to" C interferon￮
료에 의해 유발되는 우을증에 대하여 매우 효과적.(Kainuma M. et al.
Human Psycho -pharmacology 19, 234-241(2004)

인 이 을 모델로 한 실험에서Metavitamin -lipoic acid rat chloroquine￮ α
에 유발된 간독성에 저항성이 강한 것으로 보고하고 있다.(Pari. L. and
Murugavel. P. J. Appl. Toxicol. 24, 21-26, (2004))
혼합된 식물추출물이 사람간암세포에서 형간암세포 표면항원의 발현B￮
을 억제는 것으로 보고하면서 이물질들이 세포자체에 독성도 없을 뿐

아니라 항원과 결합하지도 않는다고 밝히고 있음.(Yeh, S.F.et al.
Phytother. Res. 17, 89-91(2003))

계통의 화합물인 을 추출하여 간염억제작용 간보호coumarin scopoletin ,￮
작용에 대한 연구가 보고 특허( 10-342936)
식물에 흔하게 존재하는 계통의 화합물인 를 추출하phenol ferulic acid￮
여 형 간염 에 대한 치료효과가 특허로 보고 특B ( 10-339155).
사염화탄소를 이용한 의 간손상을 유발 미나리추출물의 투여처mouse ,￮
리를 통하여 간손상의 억제 이상일 외( , J. Korean Soc. Food Nutr.
22(4), 392-7. 1993)
미나리 추출물이 알콜대사관련 효소계에 효과가 있다는 보고가methaol￮
있음.(Park J.C.and Choi J.W. Phytother. Reserch 11. 260-262(1997))



- 9 -

간질환 치료제인 삼천당제약 는 간질환 예방 치료에 사용SCD-UKG( ) ,￮
된 생약제 대상으로 유효성있는 제제를 취합 효과가 뛰어난 조성을 배,
합해 만든 신약후보 물질 동물시험서 기존 치료제보다 급만성 간염--
과 간경변에 효력이 입증 월 임상 허가 획득 월부터 임. 2001.12. , 2002. 4
상 상 실시 중 천연화합물간1 , 상승작용으로 단일치료제 부작용이 없고,
만성 간질환에 장기 투여시 효과적일 것으로 예상

일부 전문가 그룹에서는 생추출물을 직접 사용할 경우 심한 황달과 복,￮
수를 동반하는 간 부전으로 이행하는 경우도 발생한다고 경고 이는 돌,
미나리나 인진쑥에는 간손상을 초래하는 독성물질이 함께 들어있을 것

으로 추정

위에서 설명한바와 같이 간염치료제에 많은 노력을 기울이고 있으나 현재 본

연구팀이 개발하고자 하는 연구는 찾아볼 수가 없고 다만 생약추출물로부터 유효성분

을 추출 이를 바탕으로 개발하고 있는 실정이다, .
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제 장 연구개발수행3 내용 및 결과

제 절 미나리 발효추출물에서 유효물질 제품의1 / in
vitro 활성 측정

제 항 재료 및 방법1

가 재 료.
본 실험에 사용된 미나리는 전남 화순군에서 자생하는 것으로 주 한우물( )

에서 공급받아 사용하였다. MEM medium, Hanks balanced salt solution(HBSS),
는NBT(nitro blue tetrazolium), DPPH(1,1-diphenyl-2-picryl hydraxyl), XTT

사로부터 구입하였다 한편Sigma (St. Louis, MO) . streptomycin, amphotericin B,
은 사로부터 구입하여 사용하였fetal bovine serum(FBS) Gibco(Grand Island, NY)

다.
본 실험에 사용된 세포주는HepG2 ATCC(American Type Culture

에서 분양 받았다 형 간염 바이러스 유전자를 함유하고 있는Collection) . B
세포주는 연세대학교 의과대학 미생물학 교실로부터 분양받아 사용하HepG2.2.15

였으며 계대배양시 을 첨가하여 형 간염바이러스의 형질을 상실한 세포는G418 B
고사되어 제외되도록 하였다.

나 실험 방법.

시료의 항산화 활성1)
가) 소거능DPPH radicals

의 방법을 변형하여 측정하였다 시료는 에탄올에 녺인Brand-Williams .
후 농도로 준비하였다 각 농도의 시료 에10-5000 ug/mL . 0.05 mL 0.1 mM

를 혼합하였다 상온에 분간 방치한 후 에서 흡광도를 측DPPH 950 uL . 30 517 nm
정하였다 시료 농도별 소거능 활성은 다음의 식을 이용하여 산출하. DPPH radical
고 그 소거능이 가 되는 샘플의 농도를, 50% IC50으로 표현하였다.

나) 소거능Superoxide anion radical
의 방법을 변형하여 측정하였다 과Noro . 0.5 mM Xanthine 0.5mM
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를 를 함유한Tetrazolium blue 0.05 mM EDTA 50 mM Potassium phosphate
에 잘 혼합하여 기질액을 준비한다 각 농도로 준비한 시료 에buffer(pH7.4) . 0.1 mL

준비한 기질액 을 넣고 의 을 첨가하였0.9 mL 1mL xanthine oxidase(0.05 Unit/mL)
다 에서 분간 배양한 후 을 넣어 반응을 종료한 후. 37 30 , 2N HCl 2 mL 560 nm℃
에서 흡광도를 측정하였다.

다 지질과산화 억제) 능

의 방법을 변형하여 측정하였다 과Lin . Linoleic acid 0.1 mL Tween 80
증류수 을 혼합하여 을 제조하였다0.2 mL, 19.7 ml Linoleic acid emulsion . Linoleic

에acid emulsion 1ml 0.01% FeSO4 0.2 mL, 0.56 mM H2O2 시료0.2 mL, 0.4 mL
을 가볍게 섞어주고 에서 시간 배양 하였다37 14 . 0.4% BHT 0.2 mL, 4% TCA℃

을 첨가하고 잘 혼합한 후 에서 분간 끓여주었0.2 mL, 0.8% TBA 2 mL 100 15℃
다 한 후 으로 분간 원심분리 후 에서 흡광도를 측정하. Cooling 3000rpm 20 532 nm
였다.

세포에서의 항산화능 측정2) HepG2
세포를 개의 에HepG2 12 T-25 Flask 1 x 106 로 후 시/flask seeding 24

간 배양한 뒤 군으로 나누어 처리하였다 무처리군인 정상군 군과 의4 . (Con) 2 mM
H2O2만 처리한 군(H2O2 대조군 를 및), caffeic acid low dose(20 ug/mL) high

로 각각 처리한 뒤 의dose(50 ug/mL) 2 mM H2O2 를 재처리한 군(CA-H, CA-L)
으로 나누어 각 군당 반복 실험을 하였다 를 처리한 다음 시간 배3 . Caffeic acid 24
양하였고, 2 mM H2O2 를 처리하고 시간 배양한 뒤24 세포를 수집하여 catalse
activity, superoxide dismutase, glutathione-S-Transferase, glutathione peroxidase
및 total glutathione를 측정하였다.

세포에서의 함량 변화 측정3) HepG2 MDA
한 을 대상으로 가 지질 과산화의 분해산물인Lysis cell MDA

와 반응할 때 나타내는 붉은 색을 에서 측정하는thiobarbituric acid 535 nm
방법을 이용하여 측정하였다thiobarbituric acid assay .

유무는4) cytotoxicity in vitro 에서 규명test
배양 간세포에 용액을 당 씩 넣은 후 시MTT(5mg/ml in PBS) well 50ul , 2

간 배양시키고 처리한 에 생성된, 37 , 95% O2, 5% CO2 , MTT plate formazan℃
결정들을 용해 에서 흡광도를 측정하였다 간세포의 생존율은 대조군DMSO , 570nm .



- 12 -

의 흡광도에 대한 실험군의 비율로 계산하였다.

5) 형 간염 표면항원에 대한 억제 정도 분석B

미나리 발효추출물로부터 얻은 샘플이 처리된 세포 배양액HepG2.2.15

을 상품화된 형 간염 표면항원 검출키트B (Auszyme R, Monoclonal, Abbottlab.,

를 이용 형 표면항원 생성에 대한 억제정도를 정량적으로 분석#1980-24) , B .

세포 배양액을 인산염 완충 생리 식염수 로 최종 흡광도가 내지(pH 7.0) 1.0 1.5

범위에 들도록 희석 대략 배 희석 후 희석액 과 대조용액 을( 20 - 50 ) , 0.2m 0.2mℓ ℓ

표면항원에 대한 차 단일항체 가 연결된 차 단1 , HRP(Horse Radish Peroxidase) 2

일항체가 이미 결합되어 있는 비드와 에서 시간 동안 각각 반응시킨 후 비40 2 ,℃

드를 증류수로 회 세척하여 미결합 물질을 제거 다음에 과산화수소수가 함유된3 .

용액 을 가하고 분 배양한 후 을 가하O-phenylenediamine 300 30 0.1N HClμℓ

여 반응을 중지 대조군과 실험군의 흡광도를 에서 측정하고 아래 식을. 492 nm ,

이용하여 형 간염 표면 항원 생성 억제 정도를 계산B .

억제능 대조군의 흡광도 실험군의 흡광도 대조군의 흡광도(%) = (( - )/ ) ×100

6) 미나리 발효추출물의 항바이러스 작용을 보기 위하여 복제HBV-DNA
검색법copy number

배지를 제거한 세포를 로 회 세척한 후 를DMEM PBS 1 trypsin-EDTA
처리하고 분간 에서 반응시켜 분리된 세포를 모아서 로 회 세척함10 37°C PBS 3 .

를 이용하여 세포의CASSuper blood genomic DNA isolation kit 2.2.15 genomic
를 추출하여 에 용해시켜 으로 사용하고 이것으로부DNA TE buffer (pH7.4) stock

터 를 따서 증폭으로 정도를 확인함 반1ug genomic DNA PCR replication . PCR
응은 의2.5ul 10x reaction buffer, 3ul dNTP, 0.5ul sense primer, 0.5ul anti-sense

효소 의primer, 1.5ul GoldTaq , 2ul template(1ug DNA), 15ul RNase/DNase free
로 구성되어 있고 중합반응 과정은 에서 분의 에서water 95°C 5 hot start, 94°C 30

초 에서 초 에서 초 회 로 되었으며 마지막에는 에서, 55°C 30 , 72°C 30 , 35 cycle 72°C 5
분간 으로 반응을 종결시킴 이렇게 증폭 생성된polishing step (final extension) .

를 에 분주하여 전기영동시킨 후HBV-DNA 10ul 1% agarose gel Ethidium
용액에 담구어 위에서 분간 염색시키고 상에Bromide (EtBr) shaking plate 20 UV

서 의 양을 측정함HBV-DNA (Korba, B.E.,et al. Antiviral. Research 19,
55-70.(1992))

과 단백질의 발현 측정7) DNA fragmentation assay anti-apoptotic
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는 다른 논문 보고와 같은 방법으로 간염유발 세포주에Apoptosis 2.2.15
서 에 관련되는 와 의 발현을 으anti-apototic bcl-2 Bax protein western immunoblot
로 측정하였음 한편 로는. DNA fragmentation assay 1 × 105 을 하여cell seeding 2
일간 배양하고 를 처리한다 에서 분간 하고 에서 분lysis buffer . Ice 30 shaking 4 15℃
간 에서 원심분리하여 상등액을 모은후 에서 시간 동안14000g , 50 4 proteinase K℃
를 처리하여 시킨다 방법으로 를 분리하고incubation . Phenol extracion DNA 5.0M

과 을 첨가하여 잘 섞은 다음 에서 시간 방치하고NaCl 100% Bopropanol -20 1℃
에서 분간 원심분리 한다 상등액을 제거하고 을 가 용해된14000g 10 . pellet RNase A

로 재현탁하고 에서 로 시간 전D.W. 50 1.5% agarose gel 1×TAE buffer 3-4 (50V)㎕
기영동한다 로 염색하고 로 관찰한 후 사진. Ethidium bromide UV transilluminator
을 찍는다.

염증 관련 사이토카인의 생성에 미치는 영향 분석8)
염증 관련 사이토카인은 주로 등으로서TNF, IL-1 , IL-4, IL-6β

법에 의해 측정함 우선 를 에sandwitch ELISA . first antibody 96-well plate 100ul
씩 분주하여 시간동안 에서 보관한 후 회 용액으로 세18 4°C 3 PBS-0.05% tween20
척하고 Blocking buffer (1% BSA, 5% sucrose, 0.05% NaN3 를 처리하여 시간) 1
상온에서 반응시키고 로 회 세척함 미나리 발효추출물 처리군과washing buffer 3 .
비처리군으로 부터 수득한 배지 를 첨가하여 시간동안 상온 반응시키고 다100ul 2
시 용액으로 회 세척한 후 으로 된PBS-0.05% tween20 3 biotin labeling second

를 넣고 상온에서 시간 반응시키고 다시 같은 용액으로 회 세척한antibody 100ul 2 3
후 의 용액을 넣고 분간 암실100ul streptoaviding-HRP(horse radish peroxidase) 20
에서 반응시키고 다시 회 세척한 후 의 을 넣고 상온에서3 100ul substrate solution

분간 반응시킴 의20 . 50ul stop solution (2N H2SO4 을 첨가하여 반응을 정지시킨)
후 에서 발색정도를 측정함OD450nm .

의 활성화 측정9) NF-kB
는 염증반응의 시작에 관여하는 로 알려져 있NF-kB transcription factor

는데 단백질과 결합하여 비활성화된 상태로 세포질에 존재함 등에 의해ikB . TNF
활성화가 유도되면 의 인산화를 거쳐 이 일어나 는 로ikB ubiquitination NF-kB ikB
부터 유리되어 핵으로 이동하게 되어 염증 관련 유전자의 발현을 조절하게 됨 따.
라서 의 은 염증 발생과 진행의 지표로 삼을 수가 있고NF-kB translocation

으로 측정할 수 있음 미나리 발효추출물을 처리한 세포를western immunoblot .
로 처리한 후lysis buffer (0.5M Tris ,10% SDS ,10% Glycerol, 0.1mM PMSF)
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을 추출하고 의 을 로 전기영동하여 단백total protein 40ug total protein SDS PAGE
질을 으로 시키고 로 시킴PVDF membrane transfer nonfat dry milk blocking .

로 번TBST (25 mM Tris, 140 mM NaCl, 3 mM KCl, 0.05% tween-20, pH 8.0) 2
세척하고 단클론 항체 를 처리하여 시간 상온에서anti-NF-kB (Santa Cruz, USA) 2
반응시키고 분씩 회 로 세척함 를 처리하10 3 TBST . Anti-IgG secondary antibody
여 시간 반응시키고 를 위해 을 에 처리1 chemiluninescence 1ml ECL solution blot
하여 즉시 발현정도를 에서 확인함 이때 와 더불어 의 정량적 측reader . NF-kB ikB
정도 동시에 행하여 비교군으로 삼도록 함.

제 항 결 과2

가 미나리 추출물 및. 간 기능 개선 유용 성분의 항산화 및 free radical
소거능 측정

미나리 추출물 및 간 기능 개선 유용 성분의 지질과산화 억제능 측정1)
미나리 추출물을 대상으로 Fe2+나 에 의해 유도된thiocyanate linoleic

의 과산화에 대한 억제활성을 로 발색시켜 측정한 결acid TBA (thiobarbituric acid)
과 및 추출물에서 높은 지질과산화 억제능을 보였다ethanol methanol (Fig.1-1).
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Fig.1-1. Inhibitory effects of various extracts from Oenanthe javanica
DC. on the formation of TBARS.
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Data are presented as mean ± SD. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05). The final
concentration was 100 ug/mL. OJE: Ethanol extracts from O. Javanica DC.
OJH: Hot water extracts from O. Javanica DC. OJM: Methanol extracts from
O. Javanica DC. OJC: Cold extracts from O. Javanica DC.

미나리 추출물의 저분자 획분을 대상으로ethanol hexane, ethyacetate,
및 물의 가지 용매를 사용하여 용매별 분리를 실시하여chloroform 4 TBARS

를 실시한 결과 및 층에서 높은 지질과산화 억제활성assay chloroform etylacetate
을 나타내었다 (Fig.1-2).

미나리 함유 간기능 개선 유용성분인 를 대상으로caffeic acid linoleic
의 과산화에 대한 억제활성을 로 발색시켜 측정한acid TBA (thiobarbituric acid)

결과 에서 의 높은 지질과산화 억제능을 보였다200 ug/mL 76.82% (Fig.1-3)
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Fig. 1-2. Inhibitory effects of various fractions from ethanol extract
(OJE) of Oenanthe javanica DC. on the formation of TBARS.
Data are presented as mean ± SD. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05). The final
concentration was 450 ug/mL. OJE-H: Partitioned with n-hexane from OJE,
OJE-C: Partitioned with chloroform from OJE, OJE-E: Partitioned with ethyl
acetate from OJE, OJE-W: Partitioned with water from OJE.
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Fig. 1-3. Inhibitory effects of caffeic acid from Oenanthe javanica DC. on
the formation of TBARS.

미나리 추출물 및 간 기능 개선 유용 성분의 소거능2) DPPH radical
측정

는 그 자체가 매우 안정한 로서 특징적인 광흡DPPH free radical 517nm
수를 나타내는 보라색 화합물이며 알코올 등에 안정하고 항산화 기작 중,

에 의하여 탈색되기 때문에 항산화 활성을 육안으로도proton-radical scavenger
쉽게 관찰 할 수 있다 미나리 추출물 및 정제물을 대상으로 시료 에. 10 ul 200 uM

를 가한 후 분 반응시켜 에서 흡광도를 측정하DPPH/ethanol 190 ul , 37 , 30 517nm℃
고 대조구와의 흡광도 감소정도를 측정함으로써 소거능을 조사하였DPPH radical
다 그 결과 추출용매 중 추출물에서 가장 높은 활성을 나타내(Table 1). ethanol
었다 이 추출물을 대상으로 및 등. ethanol hexane, chloroform, ethylacetate water
의 용매를 이용하여 를 실시하여 소거partitioning chromatography DPPH radical
활성을 검색한 결과 에서ethylacetate-soluble IC50 값이 급격히 감소함을 알 수 있

었다 이로부터 미나리에서는 소거능 물질이 층에 다(Table 2). DPPH ethylacetate
량 함유됨을 확인하였다.
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Table 1. DPPH radical scavenging activities of various extracts from
Oenanthe javanica DC. extracts

IC50 values defined as signified the concentration of sample necessary to
scavenging 50% of DPPH radicals. OJE: Ethanol extracts from O. Javanica DC.
OJH: Hot water extracts from O. Javanica DC. OJM: Methanol extracts from
O. Javanica DC. OJC: Cold extracts from O. Javanica DC.

Table 2 DPPH radical scavenging activities of various fractions from
ethanol extract of Oenanthe javanica DC.

IC50 values were signified the concentration of sample necessary to scavenging
50% of DPPH radicals. OJE-H: Partitioned with n-hexane from OJE, OJE-C:
Partitioned with chloroform from OJE, OJE-E: Partitioned with ethyl acetate
from OJE, OJE-W: Partitioned with water from OJE

Extract IC50 (ug/mL)
OJE 98.17a

OJM 171.36c

OJH 119.73b

OJC 184.96c

Extract IC50 (ug/mL)

OJE-H > 300c

OJE-C 118.09b

OJE-E 13.60a

OJE-W 114.30b
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미나리로부터 분리된 간 기능 개선 유용물질인 를 대상으로caffeic acid
에 대한 소거능 측정하였으며 그 결과는 시료를 첨가하지 않은 대DPPH radical ,

조구의 흡광도를 로 감소시키는데 필요한 시료의 농도인1/2 IC50값이 5.35 ug/mL
으로 나타났다(Table 3).

Table 3. DPPH radical scavenging activity of caffeic acid from Oenanthe
javanica DC.

IC50 values were signified the concentration of sample necessary to scavenging
50% of DPPH radicals.

미나리 추출물 및 간 기능 개선 유용 성분의3) superoxide
소거능 측정anion-radical

은 에서 유래된 가장 대표적인 산소 라디Superoxide anion radical ROS
칼로 반응 후 에 의해 반응성이 더 큰dismutation hydrogen peroxide hydroxyl

로 전환되고 은 생체 거대분자를 손상시키게 되거나 단백radical , hydroxyl radical ,
질 구조에 직접적인 변형을 가하여 효소의 불활성을 유도하는 등 물질의 산화와

밀접한 관계를 갖고 있다 이러한 에 대한 미나리 추출물. Superoxide anion radical
및 의 소거활성을 측정하기 위하여 환원caffeic acid nitro blue tetrazolium(NBT)
법을 이용하였다 그 결과 추출물 및 에서 높은 소거. ethanol ethylacetate-soluble
활성을 확인하였다 와 한편 의(Fig. 1-4 1-5). , caffeic acid superoxide anion radical
소거능에 대한 IC50 값은 으로 나타났다67.77 ug/mL (Table 4).

Compound IC50 (ug/mL)

Caffeic acid 5.35
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Fig. 1-4. Superoxide anion-radical scavenging activities (%) of various
extracts from Oenanthe javanica DC.
Data are presented as mean ± SD. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05). The final
concentration was 100 ug/mL. OJE: Ethanol extracts from O. Javanica DC.
OJH: Hot water extracts from O. Javanica DC. OJM: Methanol extracts from
O. Javanica DC. OJC: Cold extracts from O. Javanica DC.
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Fig. 1-5. Scavenging activities of various fractions from ethanol extract
(OJE) of Oenanthe javanica DC. against the superoxide anion radical.
Data are presented as mean ± SD. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05). The final
concentration was 100 ug/mL. OJE-H: Partitioned with n-hexane from OJE,
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OJE-C: Partitioned with chloroform from OJE, OJE-E: Partitioned with ethyl
acetate from OJE, OJE-W: Partitioned with water from OJE.

Table 4. Superoxide anion radical scavenging activity of caffeic acid
from Oenanthe javanica DC.

IC50 values were signified the concentration of sample necessary to scavenging
50% of DPPH radicals.

나. 미나리 함유 간 기능 향상 유용성분의 in vitro 상에서의 산화적 스

트레스 억제효과

세포를 개의 에HepG2 12 T-25 Flask 1 x 106 로 후 시/flask seeding 24
간 배양한 뒤 군으로 나누어 처리하였다 무처리군인 정상군 군과 의4 . (Con) 2 mM
H2O2만 처리한 군(H2O2 대조군 를 및), caffeic acid low dose(20 ug/mL) high

로 각각 처리한 뒤 의dose(50 ug/mL) 2 mM H2O2 를 재처리한 군(CA-H, CA-L)
으로 나누어 각 군당 반복 실험을 하였다 를 처리한 다음 시간 배3 . Caffeic acid 24
양하였고, 2 mM H2O2 를 처리하고 시간 배양한 뒤 를 사용해 세포24 lysis buffer
를 시켰다 무처리군의 경우 배지만으로 배양하였으며 된 세포는lysis . MEM , lysis

방법으로 단백질 정량을 한 뒤 항산화 실험을 하였다Bradford .

활성1) Catalase
의 활성은 를 이용하여 효소 반응Catalase commercial assay kit catalase

후 남아있는 H2O2 의 양을 방법으로 측정하였다 효소활성도는 분 동colorimetric . 1
안에 의1 uM H2O2를 분해시키는 효소의 양으로 표시하였다 실험 결과. H2O2 처

리군에서 활성이 감소하였으며 를 전처리한 군에서는 감소catalase , caffeic acid
경향이 나타나지 않았고 를 로 처리하여 준 군은 아무것도, caffeic acid high dose
처리하지 않은 정상군과 비교하여도 그 활성이 증가하였다 이 결과로부(Fig. 1-6).
터 H2O2에 의해 의 활성 감소가 나타나는데 를 전처리하여 줌catalase , caffeic acid
으로써 H2O2 에 의해 유도된 산화적 스트레스에 대한 항산화효소 활성 감소를 예

Compound IC50 (ug/mL)

Caffeic acid 67.77
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방할 수 있음을 알 수 있었다.
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Fig. 1-6. Effect of caffeic acid (CA) on the catalase activity in hydrogen
peroxide-induced HepG2 cells.
Each value represents the mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
CON: Normal control group, HPO: Hydrogen peroxide (H2O2) control group (2 mM)
CA-L: Caffeic acid (20 ug/mL) group treated with H2O2
CA-H: Caffeic acid (50 ug/mL) group treated with H2O2

활성2) Superoxide Dismutase
는SOD O2가 한 개의 전자를 받아들여 불완전 산화된 superoxide anion

을 로 전환시키는radical hydrogen peroxide O2• 소거 효소이다 의 활성은. SOD
을 이용하여 측정하였다 실험 결과SOD determination assay kit (Fig. 1-7). H2O2

만 처리한 군에서는 정상군 과 비교하여 유의적으로 낮은 활성이(con) , caffeic acid
와 H2O2를 모두 처리한 군에서는 정상군 과 비교하여 유의적으로 높은 활성이(con)
나타났다 이는 의 처리가. caffeic acid H2O2에 의한 의 활성 감소를 막음으로SOD
써 항산화 효과를 나타내는 것으로 여겨진다.
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Fig. 1-7. Effect of caffeic acid (CA) on the superoxide dismutase (SOD)
activity in hydrogen peroxide-induced HepG2 cells.
Each value represents the mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
CON: Normal control group
HPO: Hydrogen peroxide (H2O2) control group (2 mM)
CA-L: Caffeic acid (20 ug/mL) group treated with H2O2
CA-H: Caffeic acid (50 ug/mL) group treated with H2O2

3) Glutathione-S-transferase
활성은 균질화된 조직 에GST 20 uL DPBS(Dulbecco's Phosphate

를 로 혼합한 시료Buffered Saline), 200 mM Glutathione, 100 mM CDNB 98:1:1
를 넣고 분 간격으로 분간의 반응을 에서 측정하였다 효소활180 uL 1 10 340 nm .

성은 분간 효소 단백질 이 생성한 의 분자흡광1 (mg) 2,4-dinitrobenzene-glutathione
계수를 이용하여 계산하였다 활성의 측정 결과 를 시간 처리한. GST caffeic acid 24
뒤 H2O2 를 처리하여 준 군들과 정상군 간에는 유의차가 나타나지 않았으나, H2O2
만 처리하여 준 군과는 유의차가 나타났다 즉(Fig. 1-8). H2O2 처리가 항산화 효소

중 하나인 활성을 감소시키나 를 전처리하였을 경우 활성GST , caffeic acid GST
의 감소를 예방함으로 항산화 효과가 있다고 볼 수 있다.
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Fig. 1-8. Effect of caffeic acid (CA) on the glutathione-S-transferase
(GST) activity in hydrogen peroxide-induced HepG2 cells.
Each value represents the mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
CON: Normal control group
HPO: Hydrogen peroxide (H2O2) control group (2 mM)
CA-L: Caffeic acid (20 ug/mL) group treated with H2O2
CA-H: Caffeic acid (50 ug/mL) group treated with H2O2

4) Glutathione Peroxidase
는 을 함유하는 항산화계 효소로서 체내에서 를Gpx selenium(Se) NADP+

전자수용체로 하여 를 산화형 와 물 그리고 기타 과산화물을 생성하GSH GSSG
는 반응을 촉매하므로써 조직의 과산화적 손상을 방지하고 산소 독을 해독하는 효

소이다 활성은 를 이용하여 측정하였다. Gpx commercial assay kit . Gpx assay
와 에 를 넣은 뒤buffer 890 uL NADPH assay reagent 50 uL sample 50 uL

를 가하여 반응시키고 에서 초 간격으로 번 측정하t-Bu-OOH 10 uL 340 nm 10 6
였다 효소 활성은 분간 의 를 생성하는 효소의 양으. 1 1 umole oxidized NADPH
로 나타내었다 결과를 보면 앞선 결과들과 마찬가지로. H2O2만 처리하여 준 군에

서는 유의적으로 낮은 활성이 를 처리한 뒤, caffeic acid H2O2를 처리한 군에서는

정상과 비슷한 활성이 나타났다 앞선 결과들과 종합하여 보면(Fig. 1-9). caffeic
의 전처리가 활성산소로 인한 산화적 스트레스를 예방하여 항산화 효소들의acid ,

활성 감소를 막아주기 때문에 항산화 효과가 있다고 볼 수 있다.
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Fig. 1-9. Effect of caffeic acid (CA) on the glutathione peroxidase (GPx)
activity in hydrogen peroxide-induced HepG2 cells.
Each value represents the mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
CON: Normal control group
HPO: Hydrogen peroxide (H2O2) control group (2 mM)
CA-L: Caffeic acid (20 ug/mL) group treated with H2O2
CA-H: Caffeic acid (50 ug/mL) group treated with H2O2

5) Glutathione
는 외부의 산화적 세포손상에 대한 방어작용을 나타내는 효소의 기GSH

질로 사용되며 세포내 지질과산화물과 이물질 제거 아미노산 수송 및 저장 등 다,
양한 세포기능을 수행하는 중요한 물질이다 함량은 의 방법으로 측정. GSH Tietze
하였다 세포를 이용하여 의 양을 측정한 결과. HepG2 GSH H2O2 대조군에서는 다

른 군들과 비교하여 양이 감소하는 경향을 나타냈으며 의 전처GSH , Caffeic acid
리에 의해 양이 정상군과 유사한 수준으로 증가하는 것으로 확인되었다GSH (Fig.
1-10).
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Fig. 1-10. Effect of caffeic acid (CA) on the glutathione (GSH)
concentration in hydrogen peroxide-induced HepG2 cells.
Each value represents the mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
CON: Normal control group
HPO: Hydrogen peroxide (H2O2) control group (2 mM)
CA-L: Caffeic acid (20 ug/mL) group treated with H2O2
CA-H: Caffeic acid (50 ug/mL) group treated with H2O2

6) Malondealdehyde
지질과산화는 체내 산화적 손상으로 인한 생성의 증가 및free radicals

항산화 방어 능력의 감소로 인해 일어난다 지질과산화 정도는 의. malondealdehyde
양을 로 비색정량 하는 방법을 이용하여 측정하였다 의 양thibarbituric acid . MDA
을 측정한 결과 H2O2 대조군이 다른 군들과 비교하여 양이 증가하는 경향을MDA
보였으며 의 전처리에 의해 양이 정상군과 유사한 수준으로 감, caffeic acid MDA
소하는 것으로 확인되었다 이는 다른 실험결과와 마찬가지로(Fig. 1-11). caffeic

의 전처리가 산화적 손상에 대한 방어효과가 있음을 입증하여 주는 결과이다acid .
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Fig. 1-11. Effect of caffeic acid (CA) on the malondealdehyde (MDA)
concentration in hydrogen peroxide-induced HepG2 cells.
Each value represents the mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
CON: Normal control group
HPO: Hydrogen peroxide (H2O2) control group (2 mM)
CA-L: Caffeic acid (20 ug/mL) group treated with H2O2
CA-H: Caffeic acid (50 ug/mL) group treated with H2O2

다 미나리 추출물의 간염세포계에서의 항염증효과 측정. HepG2.2.15

독성1) MTT test
간염세포는 세포에Human HepG2.2.15 HepG2 hepatoma hepatitis B virus

유전자를 시킨 세포로서 지속적으로 과(HBV) stable transfection HBsAg HBeAg
을 분비하는 능력을 지니고 있어 간염연구에 사용되고 있다 본 실험에서. MTT

는 세포와 마찬가지로 미나리 추출물을 농도별로test RAW264.7 human
세포에 처리한 후 일 동안 배양하였고 매 일째 배지와 을 교HepG2.2.15 7 2 sample

체하였다 그런 다음 시약을 처리한 후 다시 시간 배양하고. 50 ug/ml MTT 4
로 세포를 용융시켜 에서 흡광도를 측정하였다 의DMSO 570 nm . OJE (80% EtOH)

경우 농도까지 세포의 생존에 영향을 미치지 않았으며 의800 ug/ml 1000 ug/ml
농도에서 약 정도 성장이 억제됨을 알 수 있었다 따라서 향후29.3% (Fig. 1-12).
실험을 위한 적정 농도는 세포에서와 마찬가지로 까RAW264.7 100 - 600 ug/ml
지 사용하기로 하였다.
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Fig. 1-12. Effect of OJE on HepG2.2.15 cell viability determined by
MTT assay.

로 유도된 세포에서의 의 발현2) LPS HepG2.2.15 proinflammatory cytokine
억제 측정

의 발현은 염증반응과 관Proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-6, IL-1b)
련하여 중요한 지표로 여겨진다 본 실험에서는 와. LPS (1 ug/ml) PMA (20

를 동시에 처리하여 을 유도하였다 그 이유로는ng/ml) proinflammatory cytokine .
최근에 학계에 발표된 것 같이 아마도 유전자로부터 발현되는HBV core protein
을 포함한 구조 단백질에 의해 숙주세포의 유전자 발현이 억제되는 것으로 예상되

고 있다 따라서 를 동시에 처리했을 경우 이 발현. PMA proinflammatory cytokine
될 수 있는 것을 여러 실험을 통해 알 수 있었다 본 실험에서는preliminary . OJE
의 농도를 까지 하여 와 을 측정하였다100 - 600 ug/ml TNF-a IL-1b level .

의 분비는 의 처리에 따라 농도의존적으로 억제됨을 확인할 수 있었다TNF-a OJE
특히 의 농도에서는 상당히 억제되는 것을 볼 수 있었는데(Fig. 1-13). 1000 ug/ml

이것은 세포의 독성에 의한 것으로 여겨지기 때문에 까지 유의성을 두600 ug/ml
었다 또한 의 발현도 동시에 확인하였으며 에 의한 발현 억제는. IL-1b OJE

와 마찬가지로 농도의존적으로 나타났다TNF-a (Fig. 1-14).
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Fig. 1-13. Effect of OJE on TNF-a secretion from LPS- and PMS-
stimulated HepG2.2.15 cells

Fig. 1-14. Effect of OJE on IL-1b secretion from LPS- and PMS-
stimulated HepG2.2.15 cells
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3) PGE2 의 발현 억제 측정

염증반응은 로부터 으로 전환시키는arachidonic acid prostaglandins(PGs)
에 의해 영향을 크게 받는 것으로 여겨지고 있다 따라서 결cyclooxygenase(COX) .

과물인 PGE2 의 생성은 의 활성을 간접적으로 확인할 수 있는 방법이기도 하COX
다. PGE2 의 농도를 측정한 결과 에서 농도의존적으로 억제시키100 - 600 ug/ml
는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 1-15 ).

Fig. 1-15. Effect of OJE on PGE2 secretion from LPS- and PMA-
stimulated HepG2.2.15 cells

의 의 발현 억제 측정4) OJE COX-2
본 연구에서는 미나리 추출물인 의 항염증 효과를 확인하기 위해OJE
의 발현에 미치는 영향을 을 통해 측정하였다COX-2 western blot . COX-2 protein

발현을 측정한 결과 이상의 농도에서 유의성 있게 억제됨을 알 수 있었400 ug/ml
다 하지만 세 번의 반복실험을 거쳐도 전체적인 이 약하게 확인(Fig. 1-16). signal
되는 것을 볼 수 있었는데 아마도 의 발현이 유전자의COX-2 HBV transfection
과 관련성이 있을 것으로 생각된다.
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Fig. 1-16. Effect of OJE on Cox-2 protein expression in HepG2.2.15
cells

와 의 활성화 및 신호전달체계 억제 효과5) NF-kB AP-1 transcription factor
측정

본 실험에서는 및 의 발현에 대한 관련성을 확인하고NF-kB AP-1 COX-2
자 를 발현하도록 유전자 조작된 와luciferase NF-kB (pNF-kB-luciferase) AP-1

를 세포에 시킨 다음(pAP-1-luciferase) plasmid HepG2.2.15 transient transfection
발현정도를 측정하였다 특이할 점은 세포핵내에 있는 유전자를 발현시키기 위해서.
는 와 를 동시에 처리하여야 염증관련 유전자 발현을 확인할 수 있었지LPS PMA
만 에 시킨 의 경우는 만으로도 활성이cytosol transient transfection plasmid LPS
나타남을 알 수 있었다 이것은 유전자도 형태로 제작하여. COX-2 plasmid

을 할 경우 보다 한 를 얻을 수 있을 것으로 기대되transient transfection clear data
었다 활성은 이후로 감소하기 시작하여 농도의존적으로 꾸준히. NF-kB 100 ug/ml

까지 감소하였다 이러한 경향은 에도 동일하게 나타600 ug/ml (Fig. 1-17). AP-1
나고 있음을 알 수 있다 이 결과는 가 신호 전달 체계를(Fig. 1-18). OJE NF-kB
거쳐 를 조절할 수 있는 가능성을 예시하고 있으며 또한 을 동시에 활COX-2 AP-1
성화시킴으로 신호전달체계를 통한 유전자 조절 능력이 다양하게 나타날 수 있음

을 암시하고 있다.

LPS (1 µg/ml) - +        - +       +        +       +       +

PMA (20 ng/ml) - +      - +       +        +       +       +

OJE ( µg/ml) - - 400        100 200    400      600 1000

β -actin

Cox-2

LPS (1 µg/ml) - +        - +       +        +       +       +

PMA (20 ng/ml) - +      - +       +        +       +       +

OJE ( µg/ml) - - 400        100 200    400      600 1000

β -actinβ -actin

Cox-2Cox-2
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Fig. 1-17. Effect of OJE on NF-kB transcriptional expression measured
by luciferase activity in HepG2.2.15 cells transiently transfected by
pNF-kB-luc.

Fig. 1-17. Effect of OJE on AP-1 transcriptional expression measured
by luciferase activity in HepG2.2.15 cells transiently transfected by
pAP-1-luc.
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에 의한 억제 측정6) OJE I-kBa degradation
가 활성화 될 경우 는 로부터 분리되어NF-kB I-kBa NF-kB cytosolic

과정을 거치게 된다 즉 이 일어난다는 것은 을degradation . degradation I-kBa unit
제외한 가 세포핵으로 되어 유전자 발현을 조절하NF-kB (p50/p65) translocation
게 됨을 암시하고 있다 본 실험에서는 의 정도를 측정. cytosolic I-kBa degradation
하여 의 활성화를 하였다 의 처리는 의 분리를 촉진하여NF-kB support . LPS I-kBa

시켰음을 알 수 있었다 특이할 만한 것은 처리없이 만 처리degradation . LPS OJE
했을 경우에도 을 다소 억제함을 볼 수 있었다 처리 이후I-kBa degradation . LPS

효과는 농도의존적으로 나타났으나 에서 특히 강하게OJE 400 - 600 ug/ml
을 억제하였음을 알 수 있었다degradation (Fig. 1-18).

Fig. 1-18. Effect of OJE on inhibition of ikBa degradation in
LPS-stimulated HepG2.2.15 cells

라 미나리 추출물의 억제효과 측정. HBV replication

의 과 의 발현 억제 측정1) OJE HBsAg HBeAg
세포는 형 간염과 관련하여 지속적으로 과 을HepG2.2.15 B HBsAg HBeAg

분비하는 특징을 가지고 있다 형 간염의 경우 보다는 이러한 항원들. B viral DNA
에 의해 전염이 이루어지기 때문에 항원분비의 억제는 간염전이를 억제할 수 있는

중요한 지표가 된다 이 세포의 경우 배양과 동시에 분비가 이루어짐으로 달리.
같은 은 처리하지 않아도 무관하다 또한 본 실험에서는 임상적으로LPS mitogen .

현재 가장 많이 사용되고 있는 인 을reverse transcriptase inhibitor lamivudine
로 사용하였다 대조군의 경우 아주 강하게 두 항원 모두 발현되고positive control .

LPS (1 µg/ml) - +         - +         +         +        +        +

OJE ( µg/ml) - - 400     50     100         200   400 600

ikBα

β-actin

LPS (1 µg/ml) - +         - +         +         +        +        +

OJE ( µg/ml) - - 400     50     100         200   400 600

ikBα

β-actin
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있음을 알 수 있었고 의 처리는 이러한 발현을 억제함을 확인하였다lamivudine .
의 처리는 농도의존적으로 항원의 발현을 감소시킴을 알 수 있었다OJE (Fig.

1-19, 1-20)

Fig. 1-19. Effect of OJE on HBsAg secretion from HepG2.2.15 cells.
Lamivudine was used as postive control.

Fig. 1-20. Effect of OJE on HBeAg secretion from HepG2.2.15 cells.
Lamivudine was used as postive control.
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에 의한 발현 억제 효과 측정2) OJE HBV mRNA
미나리 에탄올 추출물인 가 유전자 및 에 작용80% OJE transcription factor

할 수 있음을 확인한 바가 있어 유전자의 발현에도 영향을 미칠 수 있는 지HBV
실험하였다 이러한 관점은 과 의 발현에 가 영향을 끼쳤기에. HBsAg HBeAg OJE
추론할 수 있는 것이기도 하다 따라서 본 실험에서는 를 농도별로 하여 일간. OJE 7
배양한 후 를 추출하여 을 통해 유전자 억total RNA RT-PCR HBV transcription
제 효과가 있는 지 확인하였다 로 사용된 의 경우 다. positive control lamivudine
른 논문에서 발표한 것과 같이 의 발현이 억제됨을 알 수 있었다HBV (Fig. 1-21).
또한 이상의 농도에서 발현 억제 효과가 있음을 확인하였다OJE 400 ug/ml HBV .

Fig. 1-21. Effect of OJE on HBV replication in HepG2.2.15 cells and
RT-PCR was performed to detect HBV mRNA.

마 미나리 추출물의 간염세포계에서의 효과. apoptosis

측정1) DNA fragmentation assay
이전의 에서 이상의 농도에서 독성이 나타나는MTT test OJE 1000 ug/ml

것으로 확인된 바 있다 여기서의 독성이란 의미는 세포의 수적인 감소만을 측정한.
것으로서 감소한 원인에 대해서는 평가되지 않았다 따라서 미나리 추출물인. OJE
에 의해 세포에서의 과정을 측정함으로 그 원인을 규명하고HepG2.2.15 apoptosis
자 하였다 비록 저농도에서라도 장기간에 걸쳐 서서히 가 진행될 수 있. apoptosis
음에 따라 에 까지 를 처리하여 을 확100 - 1000 ug/ml OJE DNA fragmentation

OJE (µg/ml)   Control    lamivudine 200         400           600         1000

400 µg/ml

HBV 

GAPDH 
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인하였다 다소 미비한 점은 대조군에서도 이 나타나기(Fig. 1-22). fragmentation
때문에 실험적인 오차가 있을 가능성이 대두된 다 하겠다 하지만 전반적으로. OJE
의 농도를 증가할 시 이 많아지는 경향을 보인다 하겠다DNA fragmentation .

Fig. 1-22. Effect of OJE on DNA fragmentation in HepG2.2.15 cells.

의 발현 측정2) Bcl-2/Bax
는 이며 는 촉진인자로서 알려져Bcl-2 anti-apoptotic protein Bax apoptosis

있다 따라서 이러한 조절단백질의 발현을 측정함으로 의 조절효과. OJE apoptosis
에 대해 확인하고자 하였다 의 발현은 농도의 증가에 대해 큰 변화를. Bcl-2 OJE
나타내지는 않았지만 의 발현은 다소 증가하는 일면을 나타냄에 따라 의Bax OJE

유도효과는 등의 와는 무관하게apoptosis Bcl-2 anti-apoptotic factor apoptotic
를 활성화시킴을 알 수 있다factor (Fig. 1-23)

OJE (µg/ml)    Marker        - 100        200        400         600       1000
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Fig. 1-23. Effect of OJE on apoptotic protein index in HepG2.2.15 cells

바 클로로포름 분획의 간염세포계에서의 항염증효과 측. human HepG2.2.15
정

항산화에 효과가 있는 분획과는 달리 항염증효과는 오히려 클로로포름 분획

에서 보다 높게 나타났기 때문에 이에 대한 간염세포에서의 항염효과를 측정하였

다.

독성1) MTT test
간염세포는 세포에Human HepG2.2.15 HepG2 hepatoma hepatitis B virus

유전자를 시킨 세포로서 지속적으로 과(HBV) stable transfection HBsAg HBeAg
을 분비하는 능력을 지니고 있어 간염연구에 사용되고 있다 본 실험에서. MTT

는 클로로포름 분획을 농도별로 세포에 처리한 후 일 동안test human HepG2.2.15 7
배양하였고 매 일째 배지와 을 교체하였다 그런 다음 시2 sample . 50 ug/ml MTT
약을 처리한 후 다시 시간 배양하고 로 세포를 용융시켜 에서 흡광4 DMSO 570 nm
도를 측정하였다 클로로포름 분획의 경우 농도까지 세포의 생존에 영. 400 ug/ml
향을 미치지 않았으며 의 농도에서 약 정도 성장이 억제됨을 알1000 ug/ml 75%
수 있었다 따라서 향후 실험을 위한 적정 농도는 까(Fig. 1-24). 20 - 200 ug/ml
지 사용하기로 하였다.

Bcl-2

Bax

GAPDH

OJE (mg/ml)         - 100       200      400       600     1000
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Fig. 1-24. Effect of OJ chloroform fraction (OJE-CF) in HepG2.2.15 cell
viability

로 유도된 세포에서의 의2) LPS/PMA HepG2.2.15 proinflammatory cytokine
발현 억제 측정

의 발현은 염증반응과 관Proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-6, IL-1b)
련하여 중요한 지표로 여겨진다 본 실험에서는 와. LPS (1 ug/ml) PMA (20

를 동시에 처리하여 을 유도하였다 그 이유로는ng/ml) proinflammatory cytokine .
최근에 학계에 발표된 것 같이 아마도 유전자로부터 발현되는HBV core protein
을 포함한 구조 단백질에 의해 숙주세포의 유전자 발현이 억제되는 것으로 예상되

고 있다 따라서 를 동시에 처리했을 경우 이 발현. PMA proinflammatory cytokine
될 수 있는 것을 여러 실험을 통해 알 수 있었다 본 실험에서는 클로preliminary .
로포름의 농도를 까지 하여 와 을 측정20 - 200 ug/ml TNF-a, IL-6 IL-1b level
하였다 의 분비는 클로로포름 분획의 처리에 따라 농도 의존적으로 억제됨. TNF-a
을 확인할 수 있었다 특히 과 의 농도에서는 상당히 억(Fig. 1-25). 100 200 ug/ml
제되는 것을 볼 수 있었다 또한 와 의 발현도 동시에 확인하였으며 클. IL-6 IL-1b
로로포름 분획에 의한 발현 억제는 와 마찬가지로 농도 의존적으로 나타났TNF-a
다 (Fig. 1-26, 1-27).

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 200 400 600 800 1000

c o n c e n t r a t i o n (µg /ml )

O
D



- 38 -

Fig. 1-25. Effect of chloroform fraction on TNF-a secretion from
LPS/PMA-stimulated HepG2.2.15 cells

Fig. 1-26. Effect of chloroform fraction on IL-6 secretion from
LPS/PMA-stimulated HepG2.2.15 cells
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Fig. 1-27. Effect of chloroform fraction on IL-1b secretion from
LPS/PMA-stimulated HepG2.2.15 cells

3) PGE2 의 발현 억제 측정

염증반응은 로부터 으로 전환시키는arachidonic acid prostaglandins(PGs)
에 의해 영향을 크게 받는 것으로 여겨지고 있다 따라서 결cyclooxygenase(COX) .

과물인 PGE2 의 생성은 의 활성을 간접적으로 확인할 수 있는 방법이기도 하COX
다. PGE2 의 농도를 측정한 결과 에서 농도 의존적으로 억제시키50 - 200 ug/ml
는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 1-28).

Fig. 1-28. Effect of chloroform fraction on PGE2 secretion from
LPS/PMA-stimulated HepG2.2.15 cells
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클로로포름 분획 의 의 발현 억제 측정4) COX-2
본 연구에서는 클로로포름 분획의 항염증 효과를 확인하기 위해 의COX-2

발현에 미치는 영향을 을 통해 측정하였다 발현을western blot . COX-2 protein
측정한 결과 과 이상의 농도에서 유의성 있게 억제됨을 알 수 있었100 200 ug/ml
다 (Fig. 1-29).

Fig. 1-29. Effect of chloroform fraction on Cox-2 protein expression
determined by western blot analysis in LPS/PMA-stimulated HepG2.2.15
cells

와 의 활성화 및 신호전달체계 억제 효과5) NF-kB AP-1 transcription factor
측정

본 실험에서는 및 의 발현에 대한 관련성을 확인하고NF-kB AP-1 COX-2
자 를 발현하도록 유전자 조작된 와luciferase NF-kB (pNF-kB-luciferase) AP-1

를 세포에 시킨 다음(pAP-1-luciferase) plasmid HepG2.2.15 transient transfection
발현정도를 측정하였다 특이할 점은 세포핵내에 있는 유전자를 발현시키기 위해서.
는 와 를 동시에 처리하여야 염증관련 유전자 발현을 확인할 수 있었지LPS PMA
만 에 시킨 의 경우는 만으로도 활성이cytosol transient transfection plasmid LPS
나타남을 알 수 있었다 이것은 유전자도 형태로 제작하여. COX-2 plasmid

을 할 경우 보다 한 를 얻을 수 있을 것으로 기대되transient transfection clear data
었다 활성은 이후로 감소하기 시작하여 농도 의존적으로 꾸준. NF-kB 100 ug/ml
히 까지 감소하였다 이러한 경향은 에도 동일하게600 ug/ml (Fig. 1-30). AP-1
나타나고 있음을 알 수 있으나 그 정도는 매우 미약하였다 이 결과는(Fig. 1-30).
클로로포름 분획이 주로 신호 전달 체계를 거쳐 를 조절할 수 있는NF-kB COX-2
가능성을 예시하고 있으며 또한 부분적으로 을 동시에 활성화시킴으로 신호AP-1

LPS (1 µg/ml) - +             - +               +              +
PMA (20 ng/ml)       - +             - +               +              + 

CF (  µg/ml) - - 20            50             100           200

β -actin 

Cox-2

LPS (1 µg/ml) - +             - +               +              +
PMA (20 ng/ml)       - +             - +               +              + 

CF (  µg/ml) - - 20            50             100           200

β -actin 

Cox-2
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전달체계를 통한 유전자 조절 능력이 다양하게 나타날 수 있음을 암시하고 있다.

Fig. 1-30. Effect of chloroform fraction on NF-kB and AP-1
transcriptional expression measured by luciferase activity in HepG2.2.15
cell transiently transfected with pNF-kB-luc and pAP-1-luc.

클로로포름 분획에 의한 억제 측정6) I-kBa degradation
가 활성화 될 경우 는 로부터 분리되어NF-kB I-kBa NF-kB cytosolic

과정을 거치게 된다 즉 이 일어난다는 것은 을degradation . degradation I-kBa unit
제외한 가 세포핵으로 되어 유전자 발현을 조절하NF-kB (p50/p65) translocation
게 됨을 암시하고 있다 본 실험에서는 의 정도를 측정. cytosolic I-kBa degradation
하여 의 활성화를 하였다 의 처리는 의 분리를 촉NF-kB support . LPS/PMA I-kBa
진하여 시켰음을 알 수 있었다 처리 이후 클로로포름 분획degradation . LPS/PMA
의 효과는 농도 의존적으로 나타났으나 에서 특히 강하게100 - 200 ug/ml

을 억제하였음을 알 수 있었다degradation (Fig. 1-31).
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Fig. 1-31. Effect of chloroform fraction on NF-kB translocation and
IkBa degradation in HepG2.2.15 cells.

사 클로로포름 분획의 억제효과 측정. HBV replication

의 과 의 발현 억제 측정1) OJE HBsAg HBeAg
세포는 형 간염과 관련하여 지속적으로 과 을HepG2.2.15 B HBsAg HBeAg

분비하는 특징을 가지고 있다 형 간염의 경우 보다는 이러한 항원들. B viral DNA
에 의해 전염이 이루어지기 때문에 항원분비의 억제는 간염전이를 억제할 수 있는

중요한 지표가 된다 이 세포의 경우 배양과 동시에 분비가 이루어짐으로 달리.
같은 은 처리하지 않아도 무관하다 또한 본 실험에서는 임상적으로LPS mitogen .

현재 가장 많이 사용되고 있는 인 을reverse transcriptase inhibitor lamivudine
로 사용하였다 대조군의 경우 아주 강하게 두 항원 모두 발현되고positive control .

있음을 알 수 있었고 의 처리는 이러한 발현을 억제함을 확인하였다 클lamivudine .
롤로포름 분획의 처리는 농도 의존적으로 항원의 발현을 감소시킴을 알 수 있었다

(Fig. 1-32, 1-33)

LPS (1 µg/ml) - +         - +     +         +
PMA (20 ng/ml)       - +         - +         +         + 

CF (  µg/ml) - - 20         50      100       200
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LPS (1 µg/ml) - +         - +     +         +
PMA (20 ng/ml)       - +         - +         +         + 
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Fig. 1-32. Effect of chloroform fraction on HBsAg secretion from
HepG2.2.15 cells

Fig. 1-32. Effect of chloroform fraction on HBeAg secretion from
HepG2.2.15 cells
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클로로포름 분획에 의한 발현 억제 효과 측정2) HBV mRNA
클로로포름 분획이 유전자 및 에 작용할 수 있음을 확transcription factor

인한 바가 있어 유전자의 발현에도 영향을 미칠 수 있는 지 실험하였다 이HBV .
러한 관점은 과 의 발현에 클로로포름 분획이 영향을 끼쳤기에 추론HBsAg HBeAg
할 수 있는 것이기도 하다 따라서 본 실험에서는 클로로포름 분획을 농도별로 하.
여 일간 배양한 후 를 추출하여 을 통해 유전자7 total RNA RT-PCR HBV

억제 효과가 있는 지 확인하였다 로 사용된transcription . positive control
의 경우 다른 논문에서 발표한 것과 같이 의 발현이 억제됨을 알lamivudine HBV

수 있었다 또한 클로로포름 분획 이상의 농도에서(Fig. 1-33). 100 ug/ml HBV
발현 억제 효과가 있음을 확인하였다.

Fig. 1-33. Effect of chloroform fraction on HBV replication in
HepG2.2.15 cells

아 세포에서 와 다른 화합물과의 상승효과 연구. HepG2.2.15 caffeic acid

1) PGE2 발현 억제에 미치는 영향

미나리의 주요 활성 성분이 로 확인되었는데 형 간염치료에 긍정caffeic acid B
적인 역할을 하는 항산화제와 역전사효소 억제제인 에 대한 상승효과를lamivudine
연구하는 것은 향후 미나리 활성물질을 이용하여 보조적 기능성식품으로의 개발에

도움이 되리라 생각된다 본 실험에서 만을 처. caffeic acid, vitamin C, lamivudine
리했을 때에는 의 유리가 일어나지 않았지만 를 처리하였을 때PGE2 LPS/PMA

의 유리도는 매우 높게 나타났다 이에 와PGE2 (Fig. 1-34). vitamin C caffeic acid,
과 를 동시에 처리하였을 때 모두 유리 억제효과가lamivudine caffeic acid PGE2

HBV

GAPDH

CF (µg/ml)   Control  Lamivudine 20          50          100        200

400 µg/ml

HBV

GAPDH

CF (µg/ml)   Control  Lamivudine 20          50          100        200

400 µg/ml
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만 처리했을 때 비해 효과적으로 나타났다 하지만 과 함께caffeic acid . lamivudine
처리한 군에서 보다 높은 억제효과가 관찰되었는데 이것은 세포PGE2 HepG2.2.15
내에서 활성을 가지고 있는 형 간염 바이러스로 인해 염증유발이 지속적으로 이B
루어지고 있으며 바이러스의 확산을 억제하였을 경우 염증유발도 일정 정도 억제

됨을 간접적으로 파악할 수 있겠다.

Fig. 1-34. Effect of co-treatment of caffeic acid with vitamin C and
lamivudine on PGE2 secretion from LPS/PMA-stimulated HepG2.2.15
cells

의 발현에 미치는 와 다른 화합물과2) proinflammatory cytokines caffeic acid
의 상승효과

중 대표적인 와 의 발현에 미치는proinflammatory cytokines TNF-a IL-1b
와 및 의 상승효과를 확인한 결과 와caffeic acid vitamin C lamivudine vitamin C
에 비해 과 의 조합이 보다 효율적인 것으로 나caffeic acid lamivudine caffeic acid

타났다 이것은 의 항산화효과가 보다 훨씬 높은(Fig. 1-35). caffeic acid vitamin C
것으로 보고되고 있는데 아마도 의 항산화효과보다 의 효과vitamin C caffeic acid
가 큰 관계로 이미 포화점에 도달하였거나 아니면 에 비해caffeic acid vitamin C
의 작용이 미약하기 때문인 것으로 생각된다 반면 은 본 형간염 모델. lamivudine B
에서 바이러스의 복제 및 활성을 억제하는 효과가 있는 것으로 와 혼합caffeic acid
해서 사용할 경우 보다 효과적인 상승효과가 있는 것으로 확인되었다.
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Fig. 1-35. Effect of co-treatment of caffeic acid with vitamin C and
lamivudine on proinflammatory cytokine secretion from
LPS/PMA-stimulated HepG2.2.15 cells
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제 절 미나리 유효성분의 추출 발효 및 제품개발에2 ,
관한 연구

제 항 재료 및 방법1
가 재료.

본 실험에 사용된 미나리는 전남 화순군에서 자생하는 것으로 주 한우물( )
에서 공급받아 사용하였다. Folin-ciocalteu reagent,
DCFH-DA(2',7'-dichlorofluoresceindiacetate), MEM medium, Hanks balanced
salt solution(HBSS), H2O2 는 사로부터 구입하였다, XTT Sigma (St. Louis, MO) .
한편 은streptomycin, amphotericin B, fetal bovine serum(FBS) Gibco(Grand

사로부터 구입하여 사용하였다Island, NY) .
본 실험에 사용된 세포주는HepG2 ATCC(American Type Culture

에서 분양 받았다 발효 및 제품개발을 위하여 주 한우물에서 당액추출Collection) . ( )
을 위하여 장기추출 저장한 액 시료에서 미생물을 분리하였고 동정Biomerieux

을 이용하여 미생물을 동정하였다 또한 동정된 미생물로부터 발효된 발효액을kit .
농축 유효성분을 추출하여 간기능 활성에 대한 변화를 아래 시행하였던 방법과,
동일하게 측정하였다.

나 실험방법.
세포주 배양1) HepG2

의 배지는HepG2 cell line 10%(v/v) FBS, 0.5%(v/v), 50 g/ml
streptomycin, 50 IU/ml penicillin, 0.125 g/ml fungizone, 3.7 g sodium

를 함유한 을 사용하였고 배양은bicarbonate MEM , 37C, 5% CO2, 로95% humid air
조절된 배양기를 사용하였다 배지는 일마다 교환하였으며 에서. 2 , confluency 90%

를 실시하였다subculture .

미나리 추출물 조제2)
분말화 된 미나리 을 에 넣고50 g flask 또는80% ethanol, methanol,

를 씩distilled water 1 L 첨가한 후 에서 시간 동안 환류 추출한 후 각각을250 3℃
농축 동결건조하여 그리고 를 얻었다, ethanol-, methanol-, hot water-extract . Cold

의 경우에는 실온에서 시간 을 실시하였다water extract 4 stirring .

활성물질의 분획3)
농축한 추출물을 증류수에 분산시킨 후ethanol hexane, chloroform,
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순으로 분획하여 감압 농축하였다ethyl acetate (Fig. 1).

Fig. 2-1. Solvent partitioning of ethanol extract from Oenanthe javanica
DC.

에 의한4) Silica gel 60 Prep. TLC
활성획분을 농축한 후 목적물질이 잘 분리될 수 있는 조건인 ethyl

의 전개 용매조건으로acetate-hexane-water-formic acid (40 : 20 : 5 : 5, v/v/v/v)
를 실시하여 활성획분을 각각 분리하였다silica coated TLC .

OJE
Add Water
Partitioning with Hexane

Upper Layer Bottom Layer
Dry Partitioning with

OJE-H
(Hexane Layer) Chloroform

Bottom Layer Upper Layer
Dry Partitioning with

OJE-C
(Chloroform Layer) Ethylacetate

Upper Layer Bottom Layer
Dry Dry

OJE-E
(Ethylacetate Layer)

OJE-W
(Water Layer)



- 49 -

5) HPLC
활성획분을 TSK gel ODS-100(reverse phase; 4.6 × 250 mm)에 주입하

고 아래와 같은 조건에서HPLC 3 과0% methanol 0.1% phosphoric acid의 전개용

매를 사용하여 의 유속으로 용출하여 활성획분만을 농축하였다1 mL/min .

Apparatus Hitachi
Detector Hitachi L-2400 (UV detector)
Column TSK gel ODS-100 (reverse phase; 4.6 ×

250 mm)
Flow rate 1.0 mL/min
Mobil phase 0.1% Phosphoric acid in 30% MeOH
Injection volumn 10 ㎕

6) IR spectroscopy
분석은 분리시료에 배 정도의 곱게 갈은 을 넣어 혼합하여IR 10 KBr KBr

를 조제한 후 를 사용disc IR spectrometer(Bomen Michelson Series MB102-C15)
하여 측정하였다.

7) FAB mass spectroscopy
에 의해 정제시료의 분자량을 측정하였다Normal Ion FAB mass system .

는 을 사용하여Matrix glycerol, 3-nitrobenzyl alcohol FAB mass
로 측정하였다spectrometer(VG70-VSEQ) .

8) Nnuclear magnetic resonance spectroscopy
1H-NMR, 13 은 분리시료를 에 녹인C-NMR MeOD(methyl-d3 alcohol-d1)

후 를 사용하여 분리시료의 이화학NMR Spectrometer (Bruker AMX-500 NMR)
적 이동 을 조사하였다(ppm) .

일반성분 분석9)
수분 조단백질 조지방 조회분 식이섬유 무기질 등의 성분분석은 식품, , , , ,

공전상의 방법에 따라 분석하였다.

총 폴리페놀 함량10)
총 폴리페놀 함량은 방법으로 측정하였다 각 시료는Folin-Denis . 1000
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의 농도를 이용하였다 각 농도의 시료 을ug/mL, 2000 ug/mL . 1 mL 25 mL
에 넣고 증류수 을 첨가한 후 의volumetric flask 9 mL , 1 mL Folin&Ciocalteu's
넣고 잘 섞어 상온에 분간 방치하였다Phenol Reagent 5 . 7% Na2CO3를 넣10 mL

고 총량이 이 되도록 증류수를 첨가한 후 에서 분간 방치하고25 mL 23 90 750℃
에서 흡광도를 측정하였다 시료의 총 폴리페놀 함량은nm . 0, 100, 200, 300, 400

농도의 로 작성된 표준곡선식을 이용하여 산출하였다ug/mL Gallic Acid .

총 플라보노이드 함량11)
총 플라보노이드 함량은 등의 방법으로 측정하였다Zhishen colormetric .

각 시료는 의 농도를 이용하였다 각 농도의 시료1000 ug/mL, 2000 ug/mL . 1 mL
에 의 증류수를 첨가하고4 mL 5% NaNO2 을 넣어 잘 혼합하였다 상온에0.3 mL .
분간 방치하고5 10% AlCl3 을 첨가하였다 상온에 분간 방치한 후0.3 mL . 6 1M

을 넣고 증류수를 넣고 에서 흡광도를 측정하였다 시NaOH 2 mL , 2.4 mL 510 nm .
료의 총 플라보노이드 함량은 농도의 으0, 100, 200, 300, 400, 500 ug/mL Catechin
로 작성된 표준곡선식을 이용하여 산출하였다.

12) 소거능DPPH radicals
의 방법을 변형하여 측정하였다 시료는 에탄올에 녺인Brand-Williams .

후 농도로 준비하였다 각 농도의 시료 에10-5000 ug/mL . 0.05 mL 0.1 mM
를 혼합하였다 상온에 분간 방치한 후 에서 흡광도를 측DPPH 950 uL . 30 517 nm

정하였다 시료 농도별 소거능 활성은 다음의 식을 이용하여 산출하. DPPH radical
고 그 소거능이 가 되는 샘플의 농도를, 50% IC50으로 표현하였다.

13) 소거능Superoxide anion radical
의 방법을 변형하여 측정하였다 과Noro . 0.5 mM Xanthine 0.5mM

를 를 함유한Tetrazolium blue 0.05 mM EDTA 50 mM Potassium phosphate
에 잘 혼합하여 기질액을 준비한다 각 농도로 준비한 시료 에buffer(pH7.4) . 0.1 mL

준비한 기질액 을 넣고 의 을 첨가하였0.9 mL 1mL xanthine oxidase(0.05 Unit/mL)
다 에서 분간 배양한 후 을 넣어 반응을 종료한 후. 37 30 , 2N HCl 2 mL 560 nm℃
에서 흡광도를 측정하였다.

14) 지질과산화 억제능

의 방법을 변형하여 측정하였다 과Lin . Linoleic acid 0.1 mL Tween 80
증류수 을 혼합하여 을 제조하였다0.2 mL, 19.7 ml Linoleic acid emulsion . Linoleic
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에acid emulsion 1ml 0.01% FeSO4 0.2 mL, 0.56 mM H2O2 시료0.2 mL, 0.4 mL
을 가볍게 섞어주고 에서 시간 배양 하였다37 14 . 0.4% BHT 0.2 mL, 4% TCA℃

을 첨가하고 잘 혼합한 후 에서 분간 끓여주었0.2 mL, 0.8% TBA 2 mL 100 15℃
다 한 후 으로 분간 원심분리 후 에서 흡광도를 측정하. Cooling 3000rpm 20 532 nm
였다.

세포독성15)
세포독성은 등의 방법을 변형하여 측정하였다 에Rochem . 24 wells plate

2 × 105 의 세포를 분주한 후 시간동안 배양하였다 이 후 배지를 제cells/well 24 .
거하고 로 세포를 깨끗이 닦아낸 후 대상시료가 용해된HBSS buffer , serum-free
배지 을 분주하고 재 배양하였다 시간이 흐른 후 각 에 의1 mL . 24 well 0.25 mL

용액 을XTT-PMS (1 mg XTT and 10 g PMS/mL of MEM without phenol red)
첨가하고 다시 시간 배양한다 세포독성도는 의 형성 정도를2 . formazan microplate

를 이용하여 에서 흡광도를 측정함으로써 얻어진다reader 450 nm .

간 기능 향상능 측정16)
시료의 간 보호 활성은 을 에HepG2 cell line 24 well plate 2 × 105
로 분주한 후 배양하여 시간이 되었을 때 아래와 같이 실시하였다 배cells/well 24 .

양 후 배지를 제거하고 각 에 시료와well 2 mM H2O2가 포함되어져 있는 이serum
함유되지 않은 배지를 첨가하고 시간 동안 배양기에서 반응시켰다 반응 후 시료24 .
와 H2O2가 함유된 배지를 제거하고 용액을 넣어 시간 동안 반응시켰다 생XTT 2 .
성된 을 를 사용하여 에서 흡광도를 측정하였다formazan microplate reader 450 nm .
음성 대조구는 시료대신 시료를 녹인 용매인 만을 사용하였으며 양성 대조ethanol
구로는 과ethanol 2 mM H2O2만을 처리하였다.

미나리 함유 간 기능 개선 유용물질의 공업적 추출방법17)
미나리 으로부터 간 기능 개선 성분을 공업적으로 대량 추출하기 위5 kg

해 용 이 부착된 추출기를 사용하여 배의 로 시간 동10 L steam jacket 20 ethanol 2
안 추출한 후 을 제거한 잔사를 동일 추출기를 사용하여 배의 물로 온도ethanol 20
별 추출횟수별로 추출하였다, .

미나리 함유 간 기능 개선 유용물질18) 의 공업적 수준에서의 분리 및

정제

가 탈색방법)
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미나리의 대량추출물에 대한 탈색방법을 활성탄, Diaion HP-20, Diaion
등 비교적 저가의 흡착제를 사용하여 와 에서 검토하였HP-21 batch open column

다.

나 한외여과를 이용한 공업적 수준에서의 정제법 확립)
탈색시킨 시료를 대상으로 한외여과를 실시하였다 한외여과장치는.

를 사용하였고 여과막으로는 천 천 천 만 등의Millipore masterflex 1 , 3 , 5 , 1 MW-cut
형 막을 사용하여 실시하였다off column .

당액추출물로부터 발효미생물의 선별과 동정19)
미나리 발효 미생물을 선별하기 위하여 불미나리 당액제조 용기중에서 미

생물을 하기로 하였고 현재 제조판매중인 불미나리 액기스는 고과당screening 20%
액 대상 에 마른 불미나리 건조분을 넣고서 침출시킨다 그리고 이를 유지( ) . (5-10 )℃
저온에서 장기간 숙성 및 발효를 통하여 제품화를 한다 미나리의 발효에 적절한.
미생물은 오랜기간 발효가 진행된 저장용기로부터 하여 미생물을 선별sampleing
하였다 동정에서는 기초적인 생화학 시험이 가능한 동정키트를 이용하여 사용하.
였다.

선별 미생물을 이용한 미나리발효액으로 유효성분의 추출과 간보호20)
활성의 비교

참여업체에서 한 미생물을 이용 미나리 건조분으로 단일 소재에screening ,
을 질소원으로 첨가 에서 일간 배양시켜 발효시킨후 여액을 걸러 건peptone 30 7℃

분을 제거하고 농축시킨 다음 여기에 에탄올을 첨가하여 앞서의 동일한 방법으로

미나리 발효 에탄올 추출물을 얻어 과제 초기에 우려하였던 독성에 대한 검사와

간보호 활성에 대한 비교을 통하여 발효에 대한 정당성 여부를 판별하기로 하였

다.
21) 산업적 순도수준의 정제물질에 대한 소재화 적성 검토 및 시제품 제작

미나리 추출분말 및 열수추출물 에 부형제로서 유당ethanol 100 mg 100
및 옥수수 전분 산미제로서 구연산 을 혼합하여 함량 의mg 40 mg, 10 mg 100 mL

음료를 제작하였다 본 제품은 생약 추출물 함유 제제의 적용범위에 속한다 따라. .
서 외관검사는 개월 유효사용기간은 년이므로 이에 준하는 가혹실험 고온 고압6 , 2 ( , )
을 실시하여 제품의 안정성 및 미생물 검사를 실시하였다.
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제 항 결 과2
가 미나리의 성분분석.

미나리의 뿌리 줄기 잎을 대상으로 탄수화물 지방 단백질 회분 식이섬, , , , , ,
유 및 수분 함량의 일반성분과 마그네슘 망간 철 구리 칼륨 나트륨 칼슘 아연, , , , , , ,
등의 무기질성분을 측정하였다 그 결과 식이섬유가 다량 함유되어져 있으며 구성.
당으로는 의 함량이 높았다 무기질로는 칼륨 및 칼슝이 함량이 상대적으fructose .
로 높음을 알 수 있었다.
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Table 2-1. Major and minor consisitents of Oenanthe Javanica DC..
Constituent
(mg/100 g) Root Stem Leaf Average
Moisture 88.91 90.07 89.72 89.85
Protein 2.53 0.87 1.42 1.60
Lipid 0.93 0.44 0.32 0.56
Ash 1.18 1.31 3.42 1.97

Dietary Fiber 1.98 2.27 2.07 2.10
Glucose 484.00 705.00 670.00 619.66
Fructose 550.00 966.00 807.00 774.33
Sucrose 80.00 222.00 614.00 305.33
Zn 4.00 0.42 0.72 1.71
Cu 0.19 0.08 0.13 0.13
Fe 62.52 1.60 6.06 23.39
Mn 2.04 1.73 2.26 2.01
Mg 86.61 46.29 73.67 68.85
Ca 128.49 93.93 104.13 108.85
K 236.42 298.08 326.10 286.86
Na 66.10 26.31 54.08 48.83

나 용매별 추출조건의 최적화.
미나리를 대상으로 냉수 열수 및 용매별 추출에, , methanol 80% ethanol

따른 수율을 확인한 결과 아래 표에서와 같이 냉수 추출물 을 제외한 용매에(14%)
서 얻어진 추출물들은 의 비슷한 수율을 보였다 추출수율이 갖는 의미는17-18% .
아무리 천연추출물의 기능성이 높게 인정된다 하더라도 추출 수율이 낮으면 경제

성이 없기 때문이며 이러한 관점에서 현재 국내에서 산업적으로 생산 사용되는 탈

지미강 추출물의 추출 수율이 인 것으로 보아 본 실험에 사용된 미나리는7-10%
추출 수율면에서 활용 가능성이 있는 소재로 사료된다.

현재 고령화 질병 예방 및 치료에 관여하는 천연물로부터의 성분검색은
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주로 등의 저분자 물질의 탐색에 집중되고 있다flavonoids, phenolic componds .
이것은 활성성분의 완전한 구조분석이 가능하고 제품화시 용이성에 기인한다고 할

수 있다 식물계에 널리 분포되어 있는 페놀성 물질은 다양한 구조와 분자량을 가.
지며 식물체에 특수한 색깔을 부여하고 산화 환원 반응에서 기질로 작용하며 한, - ,
분자 내에 개 이상의 기를 가진 방향족 화합물들을 가리키2 phenolic hydroxyl(OH)
며 이것들의 이 단백질처럼 거대분자와 결합을 하여 항산화 항phenolic hydroxyl ,
균 항암 등의 다양한 생리기능을 가지는 것으로 보고되고 있다 에 나타난, . Table 2
결과와 같이 및 함량은 추출물에서 가장 높, phenolec compound flavonoid ethanol
았다 이에 따라 본 연구에서는 상기에 언급된 결과들을 토대로 주로 저분자 물질.
을 추출하는 을 용매로 선택하여 연구를 진행토록 하였다ethanol .

Table 2-2. Yields and levels of phenolic compounds and flavonoids of
Oenanthe javanica DC. extracts

OJE: Ethanol extracts from O. Javanica DC. OJH: Hot water extracts from
O. Javanica DC. OJM: Methanol extracts from O. Javanica DC. OJC: Cold
extracts from O. Javanica DC.
Different letters in the column are statistically different by Ducan's multiple
range test (p < 0.05).

다 추출횟수별 추출조건의 최적화.
미나리 활성성분 추출방법의 최적화를 위하여 추출횟수별 수율을 검토해

보았다 그 결과 용매에 따른 수율의 변화는 관찰되지 않았다 추출횟수에 따른 수. .
율변화를 측정하기 위하여 각 조건에서 회 회 회 및 회 반복추출을 실시한1 , 2 , 3 4
결과 회 이상에서는 수율에 변화가 없음을 확인하였다2 .

Extract Yield (%) Phenolic compound
(%)

Flavonoids
(%)

OJE 22.21 ± 0.19a 6.29 ± 0.09a 5.59 ± 0.48a

OJM 23.58 ± 1.56a 4.94 ± 0.11b 2.98 ± 0.42c

OJH 23.05 ± 3.74a 4.92 ± 0.15b 4.47 ± 0.45b

OJC 18.82 ± 0.76b 5.06 ± 0.29b 3.32 ± 0.46c
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Table 2-3. Yields of Oenanthe javanica DC. extracts by extraction time

Extract Yield (%)
1 2 3 4

OJE 17.9b 22.2a 21.4a 23.1a
OJM 18.6b 23.6a 23.1a 22.9a
OJH 17.2b 23.0a 24.2a 23.9a
OJC 14.2b 18.9a 18.8a 19.0a

OJE: Ethanol extracts from O. Javanica DC. OJH: Hot water extracts from
O. Javanica DC. OJM: Methanol extracts from O. Javanica DC. OJC: Cold
extracts from O. Javanica DC.
Different letters in the row are statistically different by Ducan's multiple range
test (p < 0.05).

라 추출방법에 따른 추출조건의 최적화.
미나리의 간 기능 향상 유용성분 추출방법의 최적화를 위하여 일반적인

추출방법인 법에 의해 시료에 대하여 의 방법에 의reflux stirring, reflux, sonication
해 미나리 추출물의 활성과 수율을 비교해 본 결과 각 방법 간의 유의적ethanol
차이가 없음을 알 수 있었다.

Table 2-4. Yields of ethanol extracts by various extraction methods
Extraction M ethod Y ield (% )

Stirring 23.1 a

Reflux 22.3 a

Sonication 21.9 a

Different letters in the column are statistically different by Ducan's multiple
range test (p < 0.05).
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마 대량 추출방법의 확립.
미나리를 대상으로 다음과 같은 방법으로 추출물을 대량 조제하였다(Fig. 2).

Oenanthe Javanica DC.

Reflux 3hr 250℃

Filtering

Filterate Sediment

Evaporating

Freeze-Dry

Extract

Hot H2O

80% EtOH

MeOH

(Cold H2O

Stirring for 4hr at 23℃)

Oenanthe Javanica DC.

Reflux 3hr 250℃

Filtering

Filterate Sediment

Evaporating

Freeze-Dry

Extract

Hot H2O

80% EtOH

MeOH

(Cold H2O

Stirring for 4hr at 23℃)

Fig. 2-2. Extraction Scheme.

바 추출물별. in vitro 간 기능 개선 효과 비교

미나리로부터 획득된 열수 및 추출물을 대상으로 사람의 간세포ethatnol
유래 배양세포인 세포를 이용하여 간 기능 개선 효과를 검토하였다HepG2 .

추출물의 세포독성1) Test
본 실험에서 간 기능 개선효과를 측정하기에 앞서 열수 및 추출물ethanol

의 를 세포를 대상으로 진행하였다 세포독성여부의 검토를cytotoxicity test HepG2 .
위하여 을cell 2 x 105 로 에 한 시간 후 준비된 시료를cell 24 well plate seeding 24

의 농도로 처리하여0, 100, 250, 500, 750, 1000 /mL 37°C CO㎍ 2 에서 배incubator
양하고 를 시행하였다 추출물의 경우 의 농도에서XTT assay . ethanol 1000 ug/mL
도 세포독성을 나타내지 않았다 그 반면 열수 추출물에서는 의(Fig. 3). 750 mg/mL
농도까지는 거의 세포독성을 보이지 않았으나 이상에서는 세포독성1,000 ug/mL
이 나타났다.
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Fig. 2-3. Cytotoxicities of ethanol and hot-water extract from Oenanthe
javanica DC.
HepG2 cells were precultured in 24-well microplates (2 X 105 cells per well in 1 mL
MEM) for 24 h, and then incubated with O Javanica DC. extracts for 24 h. Data are
presented as mean ± SD. The percentage of cell viability in the control group was
treated as 100%. * p < 0.05 compared to the control. OJE: Ethanol extracts from O.
Javanica DC. OJH: Hot water extracts from O. Javanica DC.

추출물의 간 기능 향상능 검색2)
상기의 독성테스트를 바탕으로 안전성이 확인된 농도범위에서 각 추출물

의 산화억제능을 측정하였다. 을HepG2 cell 2 x 105 로 하고 시cells/well seeding 24
간 후 와 미나리 추출물을 처리한 후 를 실시, 2 mM hydrogen peroxide XTT test
하여 흡광도 에서 측정하였다 그 결과 에탄올 추출물은 간 손상 억제능을450 nm .
나타내었으나 열수 추출물은 간 기능 향상 효과를 보유하고 있지 않은 것으로 판

명되었다(Fig. 4).
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Fig. 2-4. Hepatoprotective effects of extracts from Oenanthe javanica DC.
in HepG2 cells.
Data are presented as mean ± SD. The percentage of cell viability in the control group
was treated as 100%. Different letters above the bar are statistically different by
Ducan's multiple range test (p < 0.05)
OJE: Ethanol extracts from O. Javanica DC. (500 ug/mL) OJH: Hot water extracts from
O. Javanica DC. (500 ug/mL)

사 미나리 추출물의 한외여과.
미나리 추출물의 정제를 위한 전처리 과정으로 분자크기 의ethanol 3 kd
를 이용하여 한외여과를 실시하였다 상기의 방법에 의행 얻어진 두 획분cartridge .

을 대상으로 활성검사를 실시한 결과 상대적으로 저분자인 획분 에서 높은(< 3kd)
항산화 활성을 나타내었다(Table 5).



- 60 -

Table 2-5. Antioxidant capabilities and levels of phenolic compounds and
flavonoids of fractions of ethanolic extract from Oenanthe javanica DC.
by ultrafiltration

IC50 values were signified the concentration of sample necessary to scavenging
50% of DPPH radicals.
OJE: Ethanol extracts from O. Javanica DC. OJH: Hot water extracts from
O. Javanica DC. OJM: Methanol extracts from O. Javanica DC. OJC: Cold
extracts from O. Javanica DC.
Different letters in the column are statistically different by Ducan's multiple
range test (p < 0.05).

아 미나리 추출물의 용매별 분리.
분획별 항산화 활성1)

미나리 시료의 추출물을 대상으로ethanol hexane, ethyacetate,
및 물의 가지 용매를 사용하여 용매별 분리를 실시하였다 간 보호 활chloroform 4 .

성능과 밀접한 관련이 있을 것으로 추정되는 와 양을phenolic compound flavonoid
각 분획 별로 검토한 결과 층에서 월등히 높음을 확인하였다, ethylacetate (Table
6).

Fraction IC50 (ug/mL) Phenolic compound
(%)

Flavonoids
(%)

OJE-A 87.11 ± 1.99a 5.78 ± 0.72a 4.30 ± 0.31a

OJE-B 96.25 ± 3.60b 5.87 ± 0.70a 4.56 ± 0.24a
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Table 2-6. Yields and levels of phenolic compounds and flavonoids of
various fractions from ethanol extract of O. javanica DC.

OJE-H: Partitioned with n-hexane from OJE, OJE-C: Partitioned with
chloroform from OJE, OJE-E: Partitioned with ethyl acetate from OJE,
OJE-W: Partitioned with water from OJE

각 분획물의 항산화 활성을 비교하기 위하여 소거 를DPPH-radical assay
실시하였다 그 결과 차 대사물을 다량 함유하고 있는 들의. 2 ethylacetate-soluble
IC50값이 로서 다른 획분에 비해 현저히 낮음을 알 수 있었다13.6 ug/mL (Table 7).
또한 높은 소거능도 들이 보여주었다superoxid anion radical ethylacetate-soluble

그러나 지질과산화에 대한 억제능은 층에서 가장 높게 나왔으(Fig. 5). chloroform
며 그 다음으로 층이 높게 나타났다ethylacetate (Fig. 6).

Table 2-7. DPPH radical scavenging activities of various fractions from
ethanol extract of Oenanthe javanica DC.

IC50 values were signified the concentration of sample necessary to scavenging
50% of DPPH radicals. OJE-H: Partitioned with n-hexane from OJE, OJE-C:
Partitioned with chloroform from OJE, OJE-E: Partitioned with ethyl acetate
from OJE, OJE-W: Partitioned with water from OJE

Extract Yield (%) Phenolic compound (%) Flavonoids (%)
OJE-H 1.91 ± 0.35b 0.12 ± 0.10d 0.31 ± 0.10c

OJE-C 0.52 ± 0.13c 9.78 ± 0.65b 3.12 ± 0.26b

OJE-E 0.64 ± 0.10c 42.29 ± 2.94a 29.98 ± 1.62a

OJE-W 9.29 ± 0.63a 3.43 ± 0.95c 2.95 ± 0.21b

Extract IC50 (ug/mL)
OJE-H > 300c

OJE-C 118.09b

OJE-E 13.60a

OJE-W 114.30b
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Fig. 2-5. Scavenging activities of various fractions from ethanol extract
(OJE) of Oenanthe javanica DC. against the superoxide anion radical.
Data are presented as mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05). The final concentration was 100
ug/mL. OJE-H: Partitioned with n-hexane from OJE, OJE-C: Partitioned with
chloroform from OJE, OJE-E: Partitioned with ethyl acetate from OJE, OJE-W:
Partitioned with water from OJE.
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Fig. 2-6. Inhibitory effects of various fractions from ethanol extract
(OJE) of Oenanthe javanica DC. on the formation of TBARS.
Data are presented as mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05). The final concentration was 450
ug/mL. OJE-H: Partitioned with n-hexane from OJE, OJE-C: Partitioned with
chloroform from OJE, OJE-E: Partitioned with ethyl acetate from OJE, OJE-W:
Partitioned with water from OJE.
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분획물의 세포독성2)
기능성 성분 및 항산화 활성이 높아 간 기능 개선능이 예상되는

및 에 대한 에서의 효과를 확인하기 위한chloroform- ethylacetat-soluble cell line
전 실험으로 각 시료에 대한 세포독성 효과를 검토하였다 그 결과 에서 나. Fig. 9
타난 바와 같이 의 경우 의 농도에서도 세포독성을, ethylacetat-soluble 1000 ug/mL
나타내지 않았다 그러나 에서는 의 농도까지는 거의. chloroform-soluble 50 ug/mL
세포독성을 보이지 않았으나 이상에서는 세포독성이 나타났다 따라서100 ug/mL .
향후 in vitro상에서의 간 기능 향상 에서는 시료의 양을 로 선택했assay 50 ug/mL
다.
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Fig. 2-7. Effects of ethanol extract partitioned with chloroform and ethyl
acetate from Oenanthe javanica DC. on cell viability.
HepG2 cells were precultured in 24-well microplates (2 × 105 cells per well in 1 mL
MEM) for 24 h, and then incubated with O. Javanica DC. extracts for 24 h. Data are
presented as mean ± SD. The percentage of cell viability in the control group was
treated as 100%. * p < 0.05 compared to the control. OJE-E: Ethyl acetate fraction,
OJE-C: Chloroform fraction

분획물의 간 기능 향상 효과 측정3)
을 이용한HepG2 cell line in vitro상에서의 간 기능 활성능을 측정하기

위하여 2 mM H2O2를 세포에 처리하여 간의 산화적 손상을 유도하였다 이 때 각.
획분을 함께 처리하여 그 보호정도를 측정함으로써 간 기능 개선능을 확인하였다.
그 결과 층에서 높은 간 기능 개선 활성을 나타내었다etylacetate (Fig. 8).
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Fig. 2-8. Hepatoprotective effects of ethanol extracts (OJE) partitioned
with chloroform and ethyl acetate from Oenanthe javanica DC. in HepG2
cells.
Data are presented as mean ± SD. The percentage of cell viability in the control group
was treated as 100%. Different letters above the bar are statistically different by
Ducan's multiple range test (p <0.05)
OJE-E: Ethyl acetate fraction (50 ug/mL), OJE-C: Chloroform fraction (50 ug/mL)

자 활성물질의 분리.
에 의한 분획1) Preparative TLC

ethyl acetate-hexane-water-formic acid (40 : 20 : 5 : 5, v/v/v/v)의 조

건으로 에서 를 전개하여 개의 분획을 얻었다 이silica coated TLC OJE-E 3 (Fig. 9).
들의 Rf 값은 각각 이였다 획0.31 (OJE-E-1), 0.42 (OJE-E-2), 0.53 (OJE-E-3) . 3
분을 대상으로 소거효과 검색이 이루어졌다 및 의DPPH radical . OJE-E-1, 2, 3
IC50 값은 각각 이었다 소거29.34, 4.98, 19.31 ug/mL (Table 8). DPPH radical

로부터 두 번째 에서 상대적으로 높은 자유 라디칼 소거능이assay band(OJE-E-2)
나타남을 알 수 있었다 이와 같은 결과는 소거능 및 지. superoxide anion radical
질과산화 억제능 에서도 반복되었다 즉assay . , Rf 값이 인 가 상기의0.42 band test
에서 높은 활성을 나타내었다(Figs. 10, 11).
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Fig. 2-9. Thin layer chromatogram of ethylavetate fraction from ethanol
extract of Oenanthe javanica DC.
Thin layer chromatography was performed on 25 DC-Plastik-folien Cellelose F (Merk)
plates and developed with ethyl acetate-hexane-water-formic acid (40 : 20 : 5 : 5,
v/v/v/v) as developing solvents. Visualization was done by illuminating ultraviolet light
(UV, 254 and 365 nm). Rf value : 1 (0.31), 2 (0.42), and 3 (0.53)

Table 2-8. DPPH radical scavenging activities of TLC sub-fractions
from ethyl acetate fraction of Oenanthe javanica DC.

IC50 values were signified the concentration of sample necessary to scavenging
50% of DPPH radicals. OJE-E-1: TLC spot 1 (Rf=0.31) OJE-E-2: TLC spot
2 (Rf=0.42) OJE-E-3: TLC spot 3 (Rf=0.53)

Extract IC50 (ug/mL)
OJE-E-1 29.34b

OJE-E-2 4.98a

OJE-E-3 19.31c
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Fig. 2-10. Scavenging activities of TLC sub-fractions from ethyl acetate
fraction (OJE-E) of Oenanthe javanica DC. against the superoxide
anion-radical.
Data are presented as mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05). The final concentration was 50
ug/mL.
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Fig. 2-11. Inhibitory effects of TLC sub-fractions from ethyl acetate
fraction (OJE-E) of Oenanthe javanica DC. on the formation of TBARS.
Data are presented as mean ± SD. Different letters above the bar are statistically
different by Ducan's multiple range test (p < 0.05). The final concentration was 250
ug/mL.
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분석2) HPLC
를 긁은 후 로 추출을 실시하였다 그 후 여과과OJE-E-2 band methanol .

정과 N2 로 건조과정이 행하여졌다 이 정제물에 대하여gas . TSK gel ODS-100
을 이용하여reverse column 를 행하였다 그 결과 단일 를 나타냄으로써HPLC . peak

순수하게 분리되었음을 알 수 있었다(Fig. 12).

Fig. 2-12. Isolation purified hepatoprotectant from Oenanthe javanica DC.
extract by HPLC.
The detection was performed at 330 nm. A significant single peak was seen at 5 min.
TSK gel ODS-100 reverse column: 4.6 × 250 mm, mobile phase: 30% methanol and 0.1%
phosphoric acid, flow rate: 1 mL/min, detector: Hitachi L-2400, injection volume was 10
uL.

차 정제물질의 구조분석 및 물리화학적 성질.
정제물질의 물리화학적 분석1)

일반성분 분석 중 탄수화물 단백질 아미노산 류, , , tannin, phenol ,
류들은 발색반응시약을 이용해 확인하였다 탄수화물은flavonoids . 0.2% anthrone

황산용액 에탄올용액 및, 5% molish H2SO4을 단백질과 아미노산은, 0.2%
수용액 및 염산용액을 류는 수용ninhydrin 10% enrlich , tannin 10% ferric chloride

액을 류는 시약과, phenol Folin-ciocalteu's H2SO4을 류는 금속 를 소, flavinoid Mg
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량 가한 다음 을 가하여HCl H2 발생 및 색깔 변화와 1N NaOH, H2SO4와 반응시

켜 각각의 색깔의 변화에 따라 정성분석하였다 그 결과. Folin-ciocalteu's reagent,
H2SO4 를 이용한 발색반응에서 양성을 나타내고, 1N NaOH , anthrone, molish,

에 대해서는 음성을 나타냄으로써 이 물질은ninhydrin, enrlich, ferric chloride
성 화합물로 추측된다phenol (Table 9).

Table 2-9. The Reactions with Purified Inflammation-inhibitory
Compound from Oenanthe Javanica DC and Specific Reagents

Color reaction
positive reagent negative reagent
Folin reagent
H2SO4
1N NaOH

Anthrone
Ehrlich

Ferric chloride

정제물질의 에 의한 기능기 분석2) IR spectrum
활성물질의 확인을 위해 적외선 흡수 분광법을 실시하였functional group

다 하기에서와 같이 의 넓은 흡수대는 기에 의한 것으로 과. 3,434 cm-1 OH , 1,733
의 파장은 의 와 에 의한 것으로 각각 판정되1,250 cm-1 ester C=O C-O stretching

었다 사이에서는 방향족 를 나타냄으로써 본 활성물질. 1,600-1,444 cm-1 (C=C) peak
은 작용기 이외에 방향족 계의 물질이 포함된 화합물로 추정된다OH , ester (Fig.
13).
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Fig. 13. 2-IR spectrum of Purified Inflammation-inhibitory Compound
from Oenanthe Javanica DC.
The IR spectra was recorded on Bomen Michelson Series MB. 102-C15. FT-IR
spectrometer using a potassium bromide disc.

3) 13C/1 에 의한 구조분석H-NMR
은 분리시료를 에 녹인 후 분리시료의NMR MeOD(methyl-d3 alcohol-d1)

화학적이동 을 조사하였다 일반적으로 주파수를 나타내는 횡축의 경우(ppm) . 7
과 사이 값에서는 방향족 수소가 이하에서는 지방족 수소가 검출ppm 8 ppm , 5 ppm

된다. 13 의 경우 에서 탄소 에C-NMR spectrum 190-210 ppm aldehyde , 130-165 ppm
서 방향족 탄소 에서 방향족 탄소oxygenerated , 90-135 ppm non-oxygenated ,

에서 지방족 탄소 에서 탄소 및 그69-105 ppm oxygenated , 55-63 ppm methoxyl
이하 에서는 지방족 탄소가 검출된다ppm non-oxygenated .

본 정제물질의
13C/1 결과 미나리로부터 분리된 간H-NMR (Figs. 14, 15)

기능 개선 유용물질은 로 확인되었다caffeic acid (Fig. 16).
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Fig. 2-14. 13C-NMR spectrum of active component from Oenanthe
javanica DC.
Sample was dissolved in MeOD (methyl-d3 alcohol-d1) and recorded on high resolution
NMR spectrometer (Avance-600, Bruker, German) operating at 600 MHz and 25 .℃
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Fig. 2-15. 1H-NMR spectrum of active component from Oenanthe
javanica DC.
Sample was dissolved in MeOD (methyl-d3 alcohol-d1) and recorded on high resolution
NMR spectrometer (Avance-600, Bruker, German) operating at 600 MHz and 25 .℃

Fig. 2-16. Structure of hepatoprotectant (caffeic acid) from Oenanthe
javanica DC. against H2O2 induced oxidative stress.
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카. 미나리 함유 유용성분의 in vitro 간기능 개선 효과 측정

본 실험에서 사용된 세포는 사람 간세포 유래의 배양세포로서HepG2 ,
분화한 대사기능을 가지고 있고 약물과 영양성분에 대하여 사람 간세포에서 이루,
어지고 있는 것과 동일한 양상을 나타내는 많은 보고가 있어 사람의 간장에서의

대사를 연구하는데 있어서 적절한 모델 세포로서 다양하게 연구가 진행되고 있다.
따라서 본 실험에서는 간암 세포주인 세포를 이용하여 항산화 활성에 대한HepG2
미나리 함유 간기능 개선 유용성분인 의 효과를 검토 하고자 하였다caffeic acid .

1) 미나리 함유 유용성분의 세포독성 Test
본 실험에서 는 세포를 에XTT test HepG2 24 well plate 2 x 105/well

로 한 뒤 를 농도별로 처리하고 시간 뒤에 시약을 처리seeding caffeic acid 24 XTT
한 다음 다시 시간 배양한 후 에서 흡광도를 측정하였다 의2 450 nm . Caffeic acid
경우 농도까지 세포의 생존에 영향을 미치지 않았으며 의250 ug/mL 500 ug/mL
농도에서 약 정도 성장이 억제됨을 알 수 있었다 따라서 향후 실험12% (Fig. 17).
을 위한 적정 농도는 까지 사용하기로 하였다10 - 50 ug/mL .
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Fig. 2-17. Effects of caffeic acid on cell viability.
HepG2 cells were precultured in 24-well microplates (2 × 105 cells per well in 1 mL
MEM) for 24 h, and then incubated with caffeic acid (CA) for 24 h. Data are presented
as mean ± SD. The percentage of cell viability in the control group was treated as
100%. * p < 0.05 compared to the control.
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2) H2O2 로 유도된 산화적 스트레스에 대한 in vitro 보호 효과 측정

본 실험은 미나리로부터 분리 정제된 활성 성분인 의caffeic acid H2O2 독

성에 대한 보호효과를 알아보기 위해 행하여졌다 실험 결과 산화적 스트(Fig. 18).
레스 유도에 의해 생존률이 낮아졌으나 를 전처리 함에 따라 농도 의, caffeic acid
존적으로 생존률이 증가되었다 이는 가. caffeic acid H2O2 독성에 대한 보호효과가

있음과 함께 항산화 활성이 로 인한 것이었음을 암시하는 결과이기도caffeic acid
하다.
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Fig. 2-18. Hepatoprotective effects of caffeic acid (CA) in HepG2 cells.
Data are presented as mean ± SD. The percentage of cell viability in the control group
was treated as 100%. Different letters above the bar are statistically different by
Ducan's multiple range test (p < 0.05).

측정3) Intercellular ROS Level
은 형광물질인Intercellular ROS level 2‘,7’-dichloroflurescin

를 사용하여 측정하였다 활성산소류인diacetate(DCFH-DA) . O2-., H2O2 등에, OH
의해 이 로 산화되는2‘,7’-dichloroflurescin(DCFH) 2‘,7’-dichloroflurescein (DCF)
원리를 이용하였다 를 전처리한 에 세포 생존률에 영향. Caffeic acid 24 well plate
을 미치지 않는 농도의 H2O2 를 시간 처리한 뒤 시약과 함께 분간2 DCFHDA 30
배양한다 배양 종료 후 여기파장 및 의 방출파장에서 마이크로플. 485 nm 585 nm
레이트 형광측정기를 사용하여 형성을 측정하였다 실험 결과 를DCF . caffeic acid
전처리함에 따라 이 낮게 나타났으며 이는 가intercellular ROS level , caffeic acid
세포내의 형성에 영향을 주어 그 양을 감소시킴을 확인하여 주는 것이다ROS (Fig.
19).
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Fig. 2-19. Effect of caffeic acid (CA) on the formation of intracellular
ROS.
The reaction took place with 2 × 104 per well and 30 uM DCF-DA. Data are presented
as mean ± SD. * p < 0.05 compared to the control.

타 미나리 함유 간 기능 개선 유용물질의 공업적 추출조건의 최적화.
미나리 에 배의 을 가한 후 추출 온도별 변화를 관찰하였다5 20 ethanol .㎏

그 결과 에서 가장 높은 향상율을 나타내었다 한편 시간별로 추출90 (Table 10).℃
된 획분의 간 기능 향상 활성을 실험실적 추출조건과 비교검토한 결과 추출초기에

는 공업적 추출시가 다소 낮은 반면 시간 이후에는 유사한 활성을 나타냄을 알2
수 있었다(Table 11).

Table 2-10. Effects of Eethanol Extraction Temperature on
Hepatoprotective Activity (%) from Oenanthe Javanica DC.

40℃ 60℃ 90℃
Lab-scale 48 68 92
Bench scale 53 60 89

Lab-scale : 100 g sample, Bench scale : 5 kg sample
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Table 2-11. Effects of Ethanol Extraction Time on Hepatoprotective
Activity (%) from Oenanthe Javanica DC.

1 h 2 h 3 h 4 h 5 h
Lab-scale 58 90 89 91 93
Bench scale 73 92 90 94 95
Lab-scale : 100 g sample, Bench scale : 5 kg sample

파 미나리 함유 간 기능 개선 물질의 공업적 수준에서의 분리 및 정제.
미나리의 에탄올 추출물에 대한탈색방법을 활성탄, Diaion HP-20, Diaion
등 비교적 저가의 흡착제를 사용하여 와 에서 검토하였HP-21 bench open column

다 그 결과 의 농도에서(Table 12, 13). 1,000 mg/L Diaion HP-21 Diaion〉
활성탄의 순서로 뚜렷한 탈색효과를 나타내었으며 이들 처리에 의한 활HP-20 〉

성감소는 보이지 않았다 또한 이들의 수율 및 정제도를 증가시키기 위해 분자량이.
다른 들을 조합시키면서 공업적 정제조건을 검토하였다column (Table 14).

Table 2-12. Effects of Resins on L-Value of Crude Sample Prepared by
Batch Type Treatment

Diaion HP-20 Diaion HP-21 Active carbon
Oenanthe Javanica

DC. 66.38 81.56 57.74

Concentration of crude sample : 1,000 mg/L

Table 2-13. Effects of Resins on L-Value of Crude Sample Prepared by
Open Column Type Treatment

Diaion HP-20 Diaion HP-21 Active carbon
Oenanthe Javanica

DC. 75.26 94.48 66.59

Concentration of crude sample : 1,000 mg/L
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Table 2-14. Changes of Physiological Activity of Crude Sample Treated
with Ultrafiltration

Physiological
activities

MW cut-off
< 1,000 < 3,000 < 5,000 < 10,000 > 10,000

Hepatoprotective
Activity (%) 92 35 27 12 15

Concentration of samples was 100 mg/L.

하 당액추출물로부터 발효미생물의 선별과 동정.
현재 미나리를 음용하는 방법 중에서 당액을 넣어서 미나리의 유용성분들을 추출한

액을 이용하는 방법이 있다 건조미나리를 먹거나 생미나리즙을 먹기 어려운 경우 당액추.
출물을 얻어 이를 음용함으로 미나리의 기능성과 음용에 대한 용이성을 다 얻을수 있는 방

법이다 이러한 방법은 다른 많은 과실이나 약초 등 다양하게 사용되어지고 있는 방법이다. .
본 과제에서는 야생의 균주를 선택하기 위하여 차로 규모의 항아리를 이용하여 장기1 20L
미나리 당액제조방법을 이용하였고 이 당액제조 액으로부터 적절한 발효가 이루어진 액들

로부터 미생물의 분리를 시도하였다.
항아리 용기에 용기의 정도가 되도록 당액을 넣고 여기에 미나리를 배 되도록20L 1/2 1.5

채운다음 이 항아리를 밀봉하여 평균온도가 정도가 유지되는 차가운 곳에서 보관을, 10℃
하였다 이로부터 적어도 개월 정도의 시간이 경과하였을 때 침출액을 수확하였으며 이를. 1
여과포로 당액과 미나리분을 분리한 다음 여과액을 에서 저장을 하였고 개월 정도10-15 3℃
의 저장 후에 약간의 탁도가 증가하는 것으로 미생물들의 성장을 확인할 수 있었고 이로부

터 여러 종류의 미생물의 분리를 시도하였다.
이액에서 이화학적인 시험결과 의 강하가 이뤄진 점을 미뤄 주로 내삼투압성의 유산균pH

이 아닐까 추측하여 유산균 분리배지로 MRS medium(peptone 10.0, Meat extract 5.0,
Yeast extract 5.0, D(+)-Glucose 20.0, Dipotassium hydrogen phosphate 2.0,
Diammonium hydrogen citrate 2.0, Sodium acetate 5.0, Magnesium sulfate 0.1
,Manganous sulfate 0.05/L)을 사용하였다.
내삼투압 환경에서만 성장하는 다른 균주인지를 알아보기 위하여 과량의 당(20%)

을 첨가한 배지와 제거한 배지에서 함께 배양 해본 결과 두 배지에서 모두MRS
성장을 하여 고당농도에서도 잘 성장하는 균주로 생각되어졌다 또한 이들 균주로.
부터 산생성을 확인하기 위하여 과 을 넣어 배지calcium carbonate 5g agar 1.5 %
를 만든 다음 여기에 균을 도말하여 미생물 주위로 의 생성유무colony clear zone
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로 확인하였다.

Fig 2-20. Photograph of selected bacteria from the fermented liquids.

발효액에서 나타나는 미생물 균총은 크게 가지이고 나머지는 높은 당액에서 생존이 어려2
운 잡균들로 생각되어진다 높은 당액농도와 낮은 성장온도 때문에 왕성한 성장을 보이지.
는 못하지만 유산균류들이 주로 우점종을 이루고 있고 일부 효모류가 자라는 정도이다 이.
를 관능적으로 추측케 하는 점은 발효초기와 관능적인 검사를 통하여 비교시 산취 산미, ,
단향 등이 유의적으로 증진되었음을 보고서 추측할 수가 있었다.
발효균주의 종을 알아보기 위하여 사의 동정 를 이용한 시험한 결과는 위Biomerieux API kit
의 과 같았고 생리적인 특징을 보면Fig 20 glycerol-, ERYthritol -, D arabinose -, L
arabinose +, Ribose D-ribose +, Dxylose -, L-xylose -, D adonitol -,
Methyl-BD-xylopyranoside -, D-glactose +, D glucose +, D fructose +, D mannose +, L
sorbose -, Rhamnose -, Dulcitol -, Inositol -, Mannitol +, Sorbitol +, α
-Methyl-D-Mannoside +, -Methyl-D-glucoside -, N-Acetyl-glucosamine +, AMYgbalinα

등+, Lactobacillus casei와 유사한 특성을 보이고 있는바 Lactobacillus casei 로 동정되sp
어졌다 또한 대체적으로.(Fig. 20) L. casei가 좋아하는 환경은 높은 당농도가 아니지만 오

랜세월 저장을 통하여 또는 장기저장에 따른 온도와 삼투현상에 대하여 아주 느린 속도로

배양되었을 것으로 추정된다.

갸 선별 미생물을 이용한 미나리발효액으로 유효성분의 추출과 간보호.
활성의 비교
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분리한 균주를 에서 배양한 후 이를 의 고과당액 대상 이MRS medium 20% ( )
함유되있고 첨가물질로 건조미나리를 중량대비 의 넣고서 에서 일간 배10% 30 7℃
양 미나리발효액을 얻었다 관능적인 면에서 미나리의 고유 향이 있었지만 상큼한, .
산취와 구수한 발효취가 느껴졌고 발효액의 는 초기 에서 로 낮아져pH 6. 55 4.15
발효액중의 산도는 초기 에서 발효 일째 로 높아져 산취를 느낄수가0.01% 7 0.17%
있었다 그리고 발효기간중의 균수를 측정한 결과 발효가 진행하여도 급격한 증가.
는 이뤄지지 않고 있는데 발효 일째 최종 균수가7 8.6×107 로 그리 높지는 않았다.
발효액으로부터 을 통하여 액상부분만을 얻은 다음 일정정도의 진공건조를 통하여filteration
농축하고 나머지 액을 동결건조를 하여 완전한 분말을 얻었고 여기에 을 처리80% ethanol
를 통하여 추출물과 발효하지 않은 미나리 추출물을 가지고 간보호 활성에ethanol ethanol
대하여 In vitro 비교시험을 실시하였다.

세포에 대한 미나리human HepG2.2.15 e 추출물의 독성시험에서 까thanol 800 /㎍ ㎖
지 독성이 나타나지 않아 본 시험에서도 이와 준한 비교시험을 실행하였다.

의 발현은 염증반응과 관련하여Proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-6, IL-1b)
중요한 지표이며 본 실험에서는 와 를 동시에 처LPS (1 ug/ml) PMA (20 ng/ml)
리하여 을 유도하였고 유전자로부터 발현되는proinflammatory cytokine , HBV core

을 포함한 구조 단백질에 의해 숙주세포의 유전자 발현이 억제되는 것으로protein
예상되고 있다 따라서 를 동시에 처리했을 경우 이. PMA proinflammatory cytokine
발현될 수 있는 것을 여러 실험을 통해 알 수 있었다 본 실험에서는preliminary .
미나리 추출물과 미나리발효액 추출물의 농도를 로 하여ethanol ethanol 800 ug/ml

와 을 측정하였다TNF-a IL-1b level .

Fig. 2-21. Comparition of TNF- secretion between OJE and OJE-Fα
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Fig. 2-22. Comparition of ILI - secretion between OJE and OJE-Fβ α

그림에서 보는 바와 같이 의Fig 21, 22 와 은TNF-a IL-1b level 발효 미나리 추ethanol
출액 과 미나리 추출액사이에 커다란 차이점을 볼수가 없으며 결과 또한 유(OJE-F) ethanol
의성이 없는 것으로 나타나 있다 이를 통하여 미나리의 간독성이 차로 시험을 통해. 1 MTT
서 확인하였고 발효를 통하해서도 큰 변화가 없는 것을 엿볼 수 있었다.

발현을 통한COX(cyclooxygenase) PGE2 의 발현 억제능도 측정 비교하여 봤는,
데 염증반응은 로부터 으로 전환시키는, arachidonic acid prostaglandins(PGs)

에 의해 영향을 크게 받는 것으로 여겨지고 있다 따라서 결cyclooxygenase(COX) .
과물인 PGE2 의 생성은 의 활성을 간접적으로 확인할 수 있는 방법이기도 하COX
다. PGE2 의 농도를 에서 측정하였고 이 또한 앞의 와800 ug/ml TNF-a IL-1b

의 결과와 비슷한 경향을 보였다level .

Fig. 2-23. Comparition of PGE2 level between OJE and OJE-F
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따라서 본 과제에서 발효를 통하여 기능성을 향상시키고 특히 일부의 지적에서 나

타난 미나리의 간독성에 대한 완화시킬수 있는 방향으로 발효를 이용하기로 하였

으나 실제 시험에서는 비발효 미나리추출물에서 독성이 나타나지 않았을 뿐 아니

라 발효미생물에서 추출한 성분과 비발효 추출성분과의 유의있는 차이점도 발견하

지 못하여 경제성 또한 목표로 하기 때문에 발효부분을 아래 조건부터 생략하여

진행하였다.

냐 건강지향식품으로의 시제품 제작 및 안정성 검사.
시제품 제작1)

미나리로부터 소재화한 분말을 사용하여 용 드링크제제를 조제하120 mL
였다 제품의 향 맛 안정성 등을 고려하여 감미제로 올리고당 벌꿀 등을 이용하. , , ,
였으며 교미제로서 글루타민산나트륨을 산미제 및 조절제로 구연산을 사용L- pH
하였다 항산화제로 비타민 와 방부제로 안식향산나트륨을 첨가하였고 사과산즙. C
을 혼합하여 제품의 식미를 향상시켰다 또한 이와 더불어 대중적인 탄(Table 15).
산캔 음료의 개발을 목표로 새로운 를 구상하였으며 이에 대한 조성을 보formula
면 정제수 당 미나리에탄올 추출물 에 정백당 액상과당100 mL 20 mg 80 mg, 20

산미제로서 구연산 및 구연산나트륨 을 혼합하고 이산화탄소를mg, 1.7 mg 0.5 mg
첨가하여 함량 의 스포츠 탄산음료를 제작하였다330 mL .(Table 16)
본 실험에 적절한 함량을 얻기 위하여 전남대 의대 재학생 명 전남대 식영과 서25 ,
박사 및 학생 명 남부대학교 식품영양학과 학생 명을 대상으로 기호도 조사를45 , 25
하였고 이를 바탕으로 얻어진 결과이다.

미나리 유래 간 기능 개선 유용물질 함유 드링크제제의 배합예Table 2-15.
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용량: 120 mL
제품유형 음료:

성분:
미나리 추출분말 : 120 mg․
사과과즙 : 10%․
벌꿀 : 0.5%․
구연산 : 0.05%․
비타민 C : 0.05%․

글루타민산나트륨L- : 0.01%․
니코틴산아미드 : 0.01%․
프럭토올리고당 : 0.01%․
안식향산나트륨 : 0.01%․

미나리 유래 간 기능 개선 유용물질 함유 탄산음료의 배합예Table 2-16.
성분 함량 (mg/100 mL) 비고

미나리 추출물 20 이산화탄소 5 %
정백당 80

액상과당 20
구연산 1.7 산미제

구연산나트륨 0.5
용 량 122.2

저장유통 적성2)
드링크제제를 에서 개월 가속화 시험을 통하여 측정을 위37 1 , shelf life℃

해 에서 주일 저장하면서 미생물 검사와 외관검사를 실시한 결과 과50 1 Table 17℃
에서와 같이 저장 유통상의 문제점은 발견되지 않았다18 .

제품의 미생물검사Table 2-17.
세균 진균 대장균 황색포도상구균

개월37 , 1℃ 1×102 개 이하 1×102 개 이하 불검출 불검출

주일50 , 1℃ 1×102 개 이하 1×102 개 이하 불검출 불검출
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제품의 외관검사Table 2-18.
침전물 이취 이미 변색

개월37 , 1℃ 없음 없음 없음 없음

주일50 , 1℃ 없음 없음 없음 없음

미나리 추출물 함유 탄산 음료Fig. 2-24.
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미나리 추출물 함유 드링크 음료Fig. 2-25.
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제 절 미나리에서 간활성 유효물질 제품의 간기능 활3 /
성화에 대한 전임상 연구

제 항 재료 및 방법1

가 재료.
본 실험에 사용된 미나리 추출물은 제 세부 과제로부터 공급받아 사용하였다2 .

마우스는 주령 을 중앙실험동물 주 로부터 구입하여 사용하였고 혈중6 ICR ( )
및 로부터 유리된 은 의cytokines primary splenocyte cytokines R&D Systems

을 구입하여 측정하였다 혈중 의 측정을 위해ELISA Duosets . GPT, GOT Wako
로부터 진단 를 구입하여 사용하였고 와Pure Chemicals (Tokyo, Japan) kits SOD

측정을 위한 를 로부터 구입하였다catalase kits RANDOX (Crumlin, UK) . Lipid
측정을 위해 를peroxidation LPO-CC kit Kamiya Biomedical Company (Seattle,

로부터 구입하였다 간염유발을 위해 사용된 와WA, USA) . ConA vitamin E,
는 로부터 구입하였다vitamin C standard grade Sigma(St. Louis, USA) .

의 배양을 위해 사용된Primary splenocytes RPMI1640, Penicillin/Streptomycin,
는 에서 구입하였다FBS GibcoBRL(Grand Island, NY, USA) .

나 실험 방법.

의 측정1) cytokines
염증 관련 사이토카인은 주로 등으로서TNF, IL-1 , IL-4, IL-6 sandwitchβ

법에 의해 측정하였다 우선 를 에 씩 분주ELISA . first antibody 96-well plate 100ul
하여 시간동안 에서 보관한 후 회 용액으로 세척하고18 4°C 3 PBS-0.05% tween20
Blocking buffer (1% BSA, 5% sucrose, 0.05% NaN3 를 처리하여 시간 상온에서) 1
반응시키고 로 회 세척하였다 미나리 발효추출물 처리군과 비처washing buffer 3 .
리군으로 부터 수득한 배지 를 첨가하여 시간동안 상온 반응시키고 다시100ul 2

용액으로 회 세척한 후 으로 된PBS-0.05% tween20 3 biotin labeling second
를 넣고 상온에서 시간 반응시키고 다시 같은 용액으로 회 세척한antibody 100ul 2 3

후 의 용액을 넣고 분간 암실100ul streptoaviding-HRP(horse radish peroxidase) 20
에서 반응시키고 다시 회 세척한 후 의 을 넣고 상온에서3 100ul substrate solution

분간 반응시켰다 의20 . 50ul stop solution (2N H2SO4 을 첨가하여 반응을 정지시킨)
후 에서 발색정도를 측정하였다OD450nm .
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2) 치사량 (LD50 측정) test
수명연장 및 치사량에 관한 연구는 비교적 가격이 저렴한 를 이용하였다ICR mouse .

먼저 를 마리 으로 하여 총 마리 으로 나누고 각 당ICR mouse 6 /group 4 group ( 24 ) group
를 각각 경구투여 하여 일간을 모니터링하면서 쥐에 나타나는 독성을0, 1, 2, 5 g/kg 28

검정하였다 전체 마리로부터 인 마리가 죽는 투여물의 농도를. 24 50% 12 LD50로 판정하였

다

수명연장효과 의 검증3) (survival test)
를 마리 으로 모두 으로 분류하고 모두ICR mouse 6 /group 4 groups Conconavalin-A

을 녹인 의 주사액을 의 에 천천히 주입한 후 시간(10mg/kg) 100ul ICR mouse tail vein 24
을 두게 되면 와 유사한 간염이 형성되게 된다 간염이 유발된 대조군과 미나리 추HBV .
출물을 농도별로 에 해당되는 량을 에 포함시켜 경구로 투0, 1, 2, 5 g/kg AIN-93M diet
여한 후 주동안 관찰하여 생존일수를 계산하여 간염으로 인한 치사율을 억제하는 미나12
리의 수명연장 효과 검증하였다.

미나리의 간염활성추출물의 활성에 미치는 영향성 측정4) NK cell
면역학적 연구는 모두 를 이용하였다 먼저 세포를balb/c mouse . Yak-1 5mg/ml

과 함께 배지에 현탁하여 에calcinan RPMI round bottom 96 well plate 4x103 cells/100ul
로 분주하고 splenocyte 2x105 를 에 추가로 넣고 에서 분간 원심cells/100ul well 800rpm 3
분리하여 세포간의 접촉도를 높여서 시간3 37°C, 5%CO2 에서 배양하였다 의. 20ul/well

를 첨가하고 에서 형광도를 측정하였다beads flourescent assay analyzer .

NK activity (%) = [(mean spontaneous - mean samples)l(mean spontaneous - mean
maximum)]x100

5) 세포와 세포의 증식능력 측정T B (mitogenesis)
로부터 을 절개하여 으로 마쇄한 후 와mouse spleen forcep 10% FBS

을 함유하는 배지에 넣고 세척한 후Streptomycin/Penicillin DMEM lysis buffer (0.16
로 적혈구를 용혈시키고 부유액mol/L ammonia chloride Tris buffer, pH7.2) splenocytes

을 만들어 1x105 씩 분주하였다 세포 을 위해cell/100ul 96 well plate . T stimulation
를 첨가하여10ug/ml Con-A 5%CO2 배양기에서 시간 배양하고 세포의 을20 B stimulation

위해 를 넣고10ug/ml LPS 5%CO2 배양기에서 시간 배양한 후44 3H-thymidine
을 첨가하여 을 시켰다 시간 배양 후0.5uCi/well DNA incorporation . 4 cell sample

로 세포를 모으고 의 을harvester (Cambridge Technology, MA) 5ml scintillation cocktail
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혼합하여 에서 수치를 측정하여liquid scintillation counter (Tri-Carb, Packard, CA) cpm
으로 나타내었다.

의 분비능력 측정6) Th1/Th2 type cytokines
으로 분리된Mouse spleen splenocytes 1x105 를 에 분주하고cells/100ul 96 well plate

의 생성을 위해 를 각 에 첨가하여IL-2, IL-4, INF-r 10ug/ml Con-A 100ul well 37°C,
5%CO2 배양기에서 배양하여 는 시간 후 는 시간 후 그리고 는 시IL-2 24 , IL-4 48 , IFN-r 72
간 후 상층액을 수거하여 에 동결하여 보관하였다 와 의 측정은-70°C . IL-6 TNF-a

를 각 에 첨가하여10ug/ml LPS 100ul well 37°C, 5%CO2 에서 배양하여 시간 이후에24
상층액을 조심스럽게 분리하여 방법으로 정량하였다ELISA immunoassay .

간조직의 측정7) lipid peroxidation
등의 방법을 변형한 를 구입하여 측정하였고 간단히 요약하면Ohkawa LPO-CC kit

간조직 균질액 에10% 0.4ml 8.1% sodium dodecyl sulfate 0.2ml, 20% acetate buffer
과 발색의 목적으로 을 가한 후 에서(pH 3.5) 1.5ml 0.8% thiobarbituric acid 1.5ml 95°C 1

시간 동안 반응시킨다 실온에서 과. n-butanol : pyridine (15:1) 5.0ml H2 을 첨가하O 1ml
여 잘 섞은 후 에서 분간 원심분리하여 분홍색의 층을3000rpm 15 n-butanol : pyridine
취하여 파장 에서 그 흡광도를 측정한 다음 표준곡선에 준하여 그 함량을 조직532nm 1g
당 로 표시되는데 이것을 으로 전환하여 사용하였다malondialdehyde nmole percent unit .

간조직의 량의 측정8) vitamin E
의 간조직을 의 에 넣고 균질마쇄하여 을 넣고0.1g 1ml DW butylated hydroxytoluene

를 이용하여 를 추출한 후 에서pentane, ethanol, sodium dodecyl sulfate vitamin E 20°C
질소가스하에서 증발시키고 에 다시 용해시켰다0.5ml methanol . C18 column (NovaPak,

을 이용하여 상에서 의 농도를 측정하였다 는Bedford, MA) HPLC vitamin E . mobile phase
의 비율을 로 하였고 는 으로 하였으며methanol:sodium acetate 98:2 , flow rate 1.5ml/min

의 분출시간은 분이었고 는vitamin E 6.5 fluorescence detector(Millipore) 290nm
과 파장으로 하였다excitation 320nm emission .

및 혈중 지질의 측정9) GOT, GOP
혈액검사 때에 간염의 진단에 가장 중요하게 쓰이는 것으로서 란transaminase

효소의 혈청 내 수치를 측정한 것으로 두 가지가 있다GOT(AST), GPT(ALT) .
이 두 효소는 간세포 내에 다량 포함되어 있어 간세포가 손상되었을 경우 혈중으

로 나오게 된다 따라서 혈청 속의 수치가 높으냐 낮으냐에 따라 간세포의 파괴 정.
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도를 파악할 수가 있다 또한 간이 손상되어 지질 대사가 원활하지 않을 경우 혈중.
지질 농도의 변화가 유발됨으로 간염유발 쥐로부터 채취한 혈액의 혈GOT, GPT,
중지질농도를 를 구입하여 측정하였다commercial kits .

의 산화적 스트레스 측정10) PBMC
염증의 발생은 등의 산화성 물질의 생성을 자극함으reactive oxygen radicals

로 혈중 및 세포내 항산화 물질의 소실을 가져오게 됨 따라서 혈중 항산화 물질의.
농도와 혈중 세포들의 산화성 물질에 대한 영향성을 평가 하기위해 혈중 vitamin

의 농도와 의 을 측정하기 위해 를 수행하C PBMC DNA fragmentation comet assay
고자 함 우선 채취한 혈액을 분간 원심분리하여 혈청과 혈구로 분리하. 1500rpm 20
고 혈청을 농도를 분석하기 위해 를 사용하며 혈구는 다시vitamin C HPLC PBS
로 현탁하여 의 을 사용하여 를 분리하15ml lymphocyte seperation medium PBMC
여 농도로 에 하고 에 녹인1-4×10 PBS suspension DW 1% LMPA(low milting⁴

를 로 유지한 다음 를 섞은 후 를 에 분point agarose) 40 0.25ml LMPA 0.5ml slide℃
주 한다 에서 분간 방치한 후 에서 시간 동안 한다. 4 5 4 dark room 1 lysis .℃ ℃

의 활성 측정11) cytotoxic T(Tc) cell
세포의 활성은 된 세포의 수를 에서Tc activation Tc flow cytometer (FACS)

측정하여 그래프화하였다 먼저 의 를 취한 후. balb/c mouse splenocytes 1x105
로 희석한 후 형광화된 항체를 처리하여 분간 반응한cells/ml FITC CD3+/CD8+ 30

후 에서 측정하였고 수를 전체 개 측정을 기준하여 각flow cytometer cell 5,000
의 를 나타내었다quadrant % .

12) MTT assay
전임상 실험에 앞서 염증에 대한 효과가 나타날 지에 대한 기초 연구로서

인 세포를 이용하여 확인하였다 우선 미murine macrophage cell line RAW 264.7 .
나리 추출물의 세포독성을 확인하기 위해 를 수행하였다MTT assay .

용액을 당 씩 넣은 후 시간MTT(5mg/ml in PBS) well 50ul , 2 , 37 , 95% O2, 5%℃
배양시키고 처리한 에 생성된 결정들을 용해CO2 , MTT plate formazan DMSO ,
에서 흡광도를 측정하였다570nm .

13) In vivo 상에서 미나리 간 기능 개선 유용성분의 독성평가

가) 실험동물의 사육
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전 후의 총 마리의 수컷 을 구입한 후 일주180 g · 25 Sprague-Dawley rat
일간 조명시간을 아침 시부터 저녁 시까지 시간으로 실내온도 및 습도는7 7 12 ,

로 조절된 사육실에 사육하였다 실험동물은 일간 본 사육환경에23±3 , 55±15% . 7℃
적응시킨 후 실험에 사용하였다 사료는 고형사료 삼양사료 급수는 수돗물을 사. ( ),
용하였으며 사료와 급수는 제한하지 않았다.

나) 투여용량 및 투여방법

을 에 녹여 일간 매일 경구투여 하Caffeic acid 0, 10, 40 mg/kg corn oil 14
였다.

다) 일반증상관찰 및 생존율

실험기간동안 일 회씩 일반증상 및 사망의 유무에 관하여 관찰 기록하1 1 ·
였고 생존율은 실험완료 후 각 군에서 사망한 개체수를 생존한 개체수로 나누어,
백분율로 환산하였다.

14) In vivo 상에서 미나리 간 기능 개선 유용물질의 유효성 평가

가) 실험동물 군 분류 투여용량 및 투여방법,
실험동물을 무작위로 각 마리씩 군으로 나누고6 NC, CC, CFL, CFH 4 ,

군은 을 일간 경구투여 하였고 군은 일간 을 경구투여NC corn oil 14 , CC 14 corn oil
하고 일째 투여 시간 후에14 corn oil 3 CCl4 를 에 의 용20% corn oil 1.25 mL/kg
량으로 회 경구투여하였다 군은 일간 의 를 경구투여1 . FCL 14 10 mg/kg caffeic acid
하고 일째 동량의 를 경구투여하고 시간 후에14 caffeic acid 3 CCl4 를 20% corn oil
에 의 용량으로 회 경구투여하였고 군은 를1.25 mL/kg 1 , FCH caffeic acid 40

경구투여 하여 같은 방법으로mg/kg CCl4 회 투여하여 간독성을 유발하였다 표1 (
1).



- 89 -

Table 1. Experimental rat groups

NC : Normal control rats

CC : 20% CCl4 control rats (1.25 mL/kg)
CFL : Caffeic acid (10 mg/kg), 20% CCl4 (1.25 mL/kg)
CFH : Caffeic acid (40 mg/kg), 20% CCl4 (1.25 mL/kg)

나) 실험동물의 몸무게 변화

실험동물의 몸무게는 경구투여 시작일과 경구투여 마지막일에 측정하였

다 몸무게 증감 은 경구투여 마지막일에 측정한 몸무게에서 시작. (Weight gain; g)
일의 몸무게를 제외하여 환산하였다.

다) 실험동물의 조직무게

일 경과 후 치사하여 간 신장 비장 정소 폐 심장을 적출하여 각 장14 , , , , ,
기중량 을 측정하였다(g) .

라) 혈중 생화학적표지물질의 측정

일간 경구투여한 후 쥐를 치하사여 채취한 혈액은 에서 분14 3,000 rpm 10
간 원심분리 후 혈청을 획득하여 aspartate transeaminase(GOT), alanine
transaminase(GPT), lactate dehydrogenase(LDH), triglyceride(TG), total

와 같은 혈중 생화학표지물질을 측정하였다Cholesterol(T_CHO) .

마) 조직병리학적 변화 측정

각 군의 간 조직의 을 시간동안 포르말린액에 고정하고1/4 24 10% , 3 - 5
두께로 파라핀 조직절편을 제작한 후 용액을 이용하여m hematoxylin & eosinμ

간 조직의 형태학적 변화를 평가하였다.

바) 항산화 효소의 분석

Catalase①
카탈라제 활성은 등의 로 분석하였다Aebi spectrophotometric method .

를 준비하고 조직액 에96 well plate , 10 L 20 mM Hμ 2O2용액 를 첨가하여290 Lμ
의 를 이용하여 분간 에서 흡광도의 변화를microplate reader kinetic method 3 240 nm
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측정하였다 카탈라아제 효소의 활성은 으로 환산하였다. U/mg protein .
② SOD(Superoxide Dismutase)

활성은 등의Superoxide Dismutase Ukeda 로spectrophotometric method
분석하였다 를 준비하고 과 각 에. 96 well plate , sample blank 2 well sample 20 uL
씩 분주하고 과 각 에blank1 blank 3 well ddH2 씩 분주한다 위의 모든 에O 20 L . wellμ

용액WST-1 (1-(4-indophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disfulfophenyl)-
를 씩 분주한 뒤 와 에2H-tetrazolium, monosodium salt) 200 uL , blank 2 3 buffer 20

씩 분주하고 과 에 용액을 씩 첨가하여L sample blank 1 xanthine oxidase 20 Lμ μ
한 후plate mix , 37o 에서 분 반응시키고 에서 흡광도를 측정하였다 측정C 20 450 nm .

된 흡광도는 superoxide anion radical inhibition rate (%) = {[(Ablank 1 - Ablank『
의 계산식을 활용하여3) - (Asample - Ablank 2)]/ (Ablank 1 - Ablank 3)} x 100』

로 계산하고 효소활성은 상용화된 를% , SOD SOD 0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 U/mL
농 도 로 작 성 된 표 준 곡 선 을 작 성 하 여 으 로 환 산 하 였 다U /m g p r o t e i n .

Glutathione-S-Transferase(GST)③
GST 활성은 등의Habig 로 분석하였다spectrophotometric method . 96

를 준비하고 와well plat , Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 196 L 200 mMμ
용액 을 혼합한 기질액을 준비하였reduced glutathione 2 L, 100 mM CDNB 2 Lμ μ

다 조직액 에 기질액 를 첨가하여 분간 에서 흡광도의 변화를. 20 L 180 L 5 340 nmμ μ
측정하였다 효소활성은 으로 계산하였다. GST U/mg protein .

Glutathione Peroxidase(GPx)④
GPx 활성은 등의Thomson 로 분석하였다spectrophotometric method . 96

를 준비하고 조직액 에well plat , 20 L 3.5 mM reduced glutathione 120 L, 2.5 mMμ μ
를 넣어 잘 혼합한 후NADPH 20 L, 0.5 U glutathione reductase 20 L , 30 mMμ μ

를 첨가하여 반응을 유도하고 분간 에서tert-butyl hydroperoxide 20 L 5 340 nm GPxμ
효소활성은 으로 계산하였다U/mg protein .

Glutathione⑤
량은Glutahion 등의Griffith 로 분석하였다spectrophotometric method .

를 준비하고96 well plate , 100 mM Potassium phosphate buffer (pH7.0) 7.54 mL, 6
를 혼합하여 기질액을 만들Unit glutathione reductase 228 L, 3 mM DTNB 228 Lμ μ

었다 조직액 에 준비한 기질액 를 잘 혼합한 후. 10 L 150 L 50 mMμ μ NADPH 50 Lμ
를 첨가하여 반응을 유도하고 분간5 412 에서 흡광도의 변화를 측정하였다 조직nm .
내의 량은 표준곡선을 이용하여 계산하여GSH GSH 으로 나타내moles/mg proteinμ
었다.
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⑥ Thiobarbituric acid reactive substance(TBARS)
조직액 내의 지질 과산화의 분해산물인 thiobarbituric acid reactive

는 지질과산화물이 와 반응할 때의 흡광도를 측정하는substance (TBARS) TBA
등의 로 분석하였다 배 희석된 조직액 에Draper spectrophotometric method . 30 500 Lμ

를 첨가하여 분간 단백질을 침전시킨다 에서 분15% TCA 250 L 10 . 4 , 3000 rpm 10μ ℃
간 원심분리한 후 상층액 를 새 튜브로 옮긴 후 를500 L 1.5 mL 0.375% TBA 500μ

첨가하여 잘 혼합하였다 이 혼합액을 에서 분간 끓이고 상에서 분L . 100 30 , ice 10μ ℃
간 하였다 에서 분간 원심분리한 후 상층액 만을 에cooling . 4 , 3000 rpm 10 535 nm℃
서 흡광도 측정하였다 는 표준곡선을 이용하여 계산하였고. TBARS MDA M/g tissue
로 나타내었다.
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제 항 실험 결과2

본 연구과제는 동물모델을 이용한 in vivo 에서의 미나리 추출물system (OJE)
의 효과를 측정하는데 그 목적이 있다 하지만 동물모델로 직접 수행하기 전에 동.
일한 동물인 에서 유래된 으로 항염증 효과mouse RAW264.7 macrophage cell line
를 우선적으로 측정하여 in vivo 를 보다 원활하게 하고자 하여test in vitro 를test
수행하였다.

가. 미나리 추출물의 에서의 항염증 효과mouse RAW264.7 macrophage cell line
측정

독성1) MTT test
는 미나리 추출물을 농도별로 세포에 처리한 후 시간 경MTT test RAW264.7 24

과후 시약을 처리한 후 다시 시간 배양하고 로 세로를 용50 ug/ml MTT 4 DMSO
융시켜 에서 흡광도를 측정하여 수행하였다570 nm . OJH (Hot H2 의 경우O) 1000

의 농도에서도 독성이 나타나지 않았으며 세포의 현미경적 관찰에도 대조군ug/ml
에 비해 차이를 발견하지 못했다 의 경우 의 처리까. OJE (80% EtOH) 800 ug/ml
지 차이를 나타내지 않았지만 의 농도에서 약 정도 성장이 억제됨100 ug/ml 34%
을 알 수 있었다 따라서 향후 실험을 위한 적정 농도는 까지(Fig.3-1). 600 ug/ml
사용하기로 하였다.

Fig. 3-1. Cytotocixity test of OJ ethanol fraction (OJE) in RAW264.7
macrophage cell line.
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유도된 세포에서의 의 발현 억제2) lipopolysaccharide(LPS) RAW264.7 TNF-a
측정

세포계에서의 분비는 염증발현의 지표로 이용되고 있다 따RAW264.7 TNF-a .
라서 에 의해 유도된 을 측정함으로 미나리 추출물 의 항염LPS TNF-a level (OJE)
증효과 유무를 거시적 측면에서 확인할 수 있다 은 시간 이후로 꾸. TNF-a level 1
준히 증가하여 시간 정도에서 포화되는 것으로 나타났다 이러한 의 분비12 . TNF-a
는 의 처리에 따라 농도의존적으로 억제됨을 확인할 수 있었다 특OJE (Fig. 3-2).
히 의 농도에서는 거의 정상 로 회복되는 것으로 나타났다600 ug/ml level .

Fig. 3-2. Effect of OJE on TNF-a secretion from LPS-stimulated
RAW264.7 macrophage cell line.

의3) OJE PGE2 의 발현 억제 측정

염증반응은 로부터 으로 전환시키는arachidonic acid prostaglandins(PGs)
에 의해 영향을 크게 받는 것으로 여겨지고 있다 따라서 결cyclooxygenase(COX) .

과물인 PGE2 의 생성은 의 활성을 간접적으로 확인할 수 있는 방법이기도 하COX
다. PGE2 의 농도를 측정한 결과 주로 에서 유의성 높게 억제되400 - 600 ug/ml
는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 3-3).

0

50

100

150

200

250

300

0 4 8 12 16 20 24

Control

100 ug/ml

200 ug/ml

400 ug/ml

600 ug/ml

T
N
F
- α
se
cr
et
io
n
 (
p
g
/m
l )

Time (hr)



- 94 -

Fig. 3-3. Effect of OJE (0-600 ug/ml) on PGE2 secretion from
LPS-stimulated RAW264.7 macrophage cell line.

의 의 발현 억제 측정4) OJE COX-2
는 과 로 구분되는데 이 하게 합성되는 반COX COX-1 COX-2 COX-1 consistent

면 는 유도되는 특징을 나타내고 있다 특히 염증관련하여서는 의COX-2 . COX-2
발현이 중요한 역할을 하게 된다 따라서 본 연구에는 미나리 추출물인 의 항. OJE
염증 효과를 확인하기 위해 의 발현에 미치는 영향을 확인하기 위해COX-2

과 을 통해 측정하였다 발현을 측정한 결과western blot RT-PCR . COX-2 protein
의 농도에서 억제됨을 알 수 있었고 의 발현량도600 ug/ml (Fig. 4) mRNA 600

에서 억제되는 것을 확인 할 수 있었다 이것은 의 역할이 최소ug/ml (Fig. 5). OJE
한 과 에 영향을 미치고 있음을 인지 할 수 있다transcription translation .
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Fig. 3-4. Effect of OJE on COX-2 protein expression in
LPS-stimulated RAW264.7 macrophage cell line. Twenty microgram of
total protein was applied on 12% PAGE.

Fig. 3-5. Effect of OJE on COX-2 mRNA expression from
LPS-stimulated RAW264.7 macrophage cell line. RT-PCR was performed
to detect mRNA and amplified DNA was loaded on 1.0% agarose gel and
stained in EtBr.

와 의 활성화 및 신호전달체계 억제 효과5) NF-kB AP-1 transcription factor
측정

를 비롯한 염증유발 물질로서 잘 알려져 있는 및 수LPS TNF-a IL-1b cytokine
용체는 를 통해 및 를 활성화 시킨다 이렇게IKK NF-kB AP-1 transcription factor .
활성화된 는 핵내의 유전자와 상호 작용하여transcription factor inducible nitric

및 를 발현시켜 염증반응에 관여하고 있다 따라서oxide synthase (iNOS) COX-2 .
본 실험에서는 및 의 발현에 대한 관련성을 확인하고자NF-kB AP-1 COX-2

를 발현하도록 유전자 조작된 와luciferase NF-kB (pNF-kB-luciferase) AP-1
를 세포에 시킨 다음(pAP-1-luciferase) plasmid RAW264.7 transient transfection

발현정도를 측정하였다 활성은 이후로 감소하기 시작하여. NF-kB 200 ug/ml 600
농도에서 거의 정상수준으로 회복되었음을 관찰하였다 이러한 경ug/ml (Fig.3-6).

향은 의 경우 보다 더 두드러지게 나타나고 있음을 알 수 있다 이AP-1 (Fig.3-7).
결과는 가 신호 전달 체계를 거쳐 를 조절할 수 있는 가능성을OJE NF-kB COX-2
예시하고 있으며 또한 을 동시에 활성화시킴으로 신호전달체계를 통한 유전AP-1
자 조절 능력이 다양하게 나타날 수 있음을 암시하고 있다.
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Fig. 3-6. Effect of OJE on NF-kB transcriptional expression from
LPS-stimulated RAW264.7 macrophage cell line that was transiently
transfected with NF-kB-luciferase plasmid.

Fig. 3-7. Effect of OJE on AP-1 transcriptional expression from
LPS-stimulated RAW264.7 macrophage cell line that was transiently
transfected with AP-1-luciferase plasmid.
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에 의한 억제 측정6) OJE I-kBa degradation
가 활성화 될 경우 는 로부터 분리되어NF-kB I-kBa NF-kB cytosolic

과정을 거치게 된다 즉 이 일어난다는 것은 을degradation . , degradation I-kBa unit
제외한 가 세포핵으로 되어 유전자 발현을 조절하NF-kB (p50/p65) translocation
게 됨을 암시하고 있다 본 실험에서는 의 정도를 측정. cytosolic I-kBa degradation
하여 의 활성화를 하였다 의 농도에서는 처리NF-kB support . OJE 100 ug/ml LPS
했을 경우와 차이가 없이 이 발생하였으나 농도의존적으로degradation degradation
이 억제됨을 에 의해 확인하였다western blot (Fig. 3-8).

Fig. 3-8. Effect of OJE on I-kBa degradation in LPS-stimulated
RAW264.7 cell line. Western blot was applied to detect I-kBa and 20ug
of total protein was loaded on 12% PAGE.

나 미나리 추출물의 안전성 평가.

미나리 추출물 의 독성 및1) (OJE) LD50의 결정

주령된 를 각 당 마리씩 무작위로 분류하여 모두 실험군으6 ICR mouse group 6 4
로 구분하였다 는 동결건조된 를 이용하여 투여군. OJE powder control(vehecle ),

의 농도로 매일 사이에 별로 경구투여 하1g/kg, 2g/kg, 5g/kg 12:00 - 14:00 group
였다 일요일은 투여를 하지 않았으며 총 주에 걸쳐 를 지속적으로 투여하였. 4 OJE
다 동물 사육실 온도는 도 습도는 로 일정하게 유지 시켰으며 시간 간. 25 , 60% 12
격으로 밤낮의 을 자동으로 조절하였다 음성대조군은 마찬가지로 동일한 환cycle .
경을 만들어 주기위해 대신에 을 동일량 경구투여 하OJE saline solution(vehecle)
였다 주간 경구 투여 후 체중변화 및 각 조직의 무게변화 그리고 독성 및 관련. 4 ,
질병의 소견이 있는 지를 해부를 통해 검정하였다 본 실험의 결과를 종합해본 결.
과 최고 농도인 에서도 단 한 마리의 도 사망하지 않았다5g/kg ICR mouse (Fig.

OJE (mg/ml)    Control - 100      200       400        600

LPS (1 µg/ml)

I-κBα

β-actin
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또한 체중의 변화를 관찰한 결과 대조군과 차이를 보이지 않았으며 각 장기3-9).
조직의 무게 또한 변화가 없었다 장기조직의 손상 여부를 관찰한 결과(Table 1).
조직괴사 및 부종 염증의 형상은 나타나지 않았고 대조군과 비교해서 전혀 차이를,
구별할 수 없었다.

Fig. 3-9. The survival rate of ICR mouse fed 1, 2, 5 g/kg OJE by oral
administration for 28 days. None of mice has died with treatment of OJE
for 28 days. The data suggest that OJE has no significant toxicity with
even high concentration.

Table 3-1. Body weight index during OJE administration for 28
days. There was no significant difference in body weight.

대조군
1 g/kg
투여군

2 g/kg
투여군

5 g/kg
투여군

Intial body weight (g) 29.6 +/- 1.45 28.5 +/- 0.72 28.7 +/- 0.54 28.2 +/- 1.02

Final body weight (g) 32.2 +/- 1.12 32 +/- 1.2 31.5 +/- 0.89 29 +/- 1.39

Diet intake(g/d/mouse) 5.48 +/- 0.32 4.96 +/- 0.21 5.04 +/- 0.45 5.5 +/- 0.57
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장기 조직의 무게 측정2)
일간 를 농도별로 투여한 후 로 마취시킨 후 를 수집하고 원심28 OJE ether blood

분리하여 혈청을 에 분리하여 측정때까지 도에서 보관eppendorf tube cytokine -70
하였다 각 조직 장기를 분리한 후 에 회 씻은 후 무게를 측정하였고. PBS 3 (Table

각 부위를 육안으로 검정하여 질병이나 염증반응 부종등이 발생하였는 지 관찰2) ,
하고 사진 촬영하여 기록을 보존하였다.

Table 3-2. The organ weight of ICR mouse fed OJE for 28 days
대조군 투여군1 g/kg 투여군2 g/kg 투여군5 g/kg

Spleen 0.126 +/- 0.02 0.109 +/- 0.01 0.098 +/- 0.01 0.114 +/- 0.03
Kidney 0.213 +/- 0.01 0.209 +/- 0.02 0.24 +/- 0.01 0.242 +/- 0.01
Liver 1.733 +/- 0.24 1.617 +/- 0.3 1.738 +/- 0.14 1.93 +/- 0.17
Thymus 0.05 +/- 0.01 0.04 +/- 0.02 0.042 +/- 0.02 0.046 +/- 0.02
Heart 0.16 +/- 0.01 0.128 +/- 0.21 0.154 +/- 0.01 0.163 +/- 0.01
Lung 0.138 +/- 0.05 0.157 +/- 0.01 0.155 +/- 0.01 0.187 +/- 0.03

염증 관련 의 측정3) cytokines
간염억제 및 간기능 활성화를 측정하기 위해 에 용0.9% saline solution 0.3 ml

해시킨 로 마리concanavalin A (ConA, 15 mg/kg) balb/c mouse (6 /group) tail
에 일주일에 한번씩 주 동안 주사하여 간염을 유발시켰다 는 와vein 4 . OJE pre-

로 구분하여 실험하였는데 의 경우 를post-treatment pre-treatment 5g/kg OJE
투여 일주일 전부터 경구투여 하였고 의 경우 주 동안ConA post-treatment 4

를 처리한 후 를 경구투여하기 시작하여 주 동안 유지시켰다 따ConA 5g/kg OJE 8 .
라서 처리기간은 의 경우 총 주였다 각각의 투여가total ConA post-treatment 12 .
끝나는 시기에 로 마취시킨 후 해부하여 를 취하여 혈중ether blood

의 변화를 측정하였고 간조직의 괴사에 영향을 미칠 수proinflammatory cytokine
있는 면역세포의 과다한 활성을 측정하기위해 을 수거한 후 마쇄하여spleen

를 제조하고 세포의 활성을 로 확인하였다splenocyte cytotoxic T flow cytometry .
또한 간 조직을 마쇄하여 와 의 활성을 측정하여 에SOD catalase oxidative stress
대한 저항성을 실험하였다.

의 발현을 통해 측정한 결과 의 혈중 농도가proinflammatory cytokine TNF-a
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처리군에서 대조군에 비해 약 배 증가하였고 의 경ConA 18.3 pre-treatment group
우 약 배 정도로 증가하여 대조군에 비해 가 혈중 의 발현 억제효과3.2 OJE TNF-a
가 있음을 알 수 있었다 하지만 의 경우 의 처리는 대조군에. post-treatment OJE
비해 큰 차이를 나타내지 않음으로 이미 간 조직이 손상되었을 경우는 회복이 어

려운 것으로 판단된다 따라서 는 예방적 관점에서 보다 효과적으로 여겨진다. OJE
이러한 경향은 의 경우도 마찬가지로 나타났다 특(Fig. 3-10). IL-1b (Fig. 3-11).

이한 점은 혈중 의 농도가 약 배 정도 감소하였는데 이것은 의 증IFN-r 10 TNF-a
가와 직접적인 관련이 있을 것으로 여겨지는데 인 는Th1 type cytokine IFN-r Th2

을 조절하는 역할을 하고 있기 때문에 감소된 혈중 농도는type cytokine IFN-r
의 혈중 농도를 상승시킴으로 간염의 진행을 보다 촉진시킬 것으로 여겨진TNF-a

다 의 경우 의 농도가 정상수준으로 회복되는 것을 확인 하. pre-treatment IFN-r
였는데 이것의 영향으로 또한 정상수준으로 감소한 것이다TNF-a (Fig. 3-12).

Fig. 3-10. Plasma TNF-a level from balb/c mouse having ConA-induced
hepatitis with pre- and post-treatment of 5 g/kg OJE
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Fig. 3-11. Plasma IL-1b level from balb/c mouse having ConA-induced
hepatitis with pre- and post-treatment of 5 g/kg OJE

Fig. 3-12. Plasma TNF-r level from balb/c mouse having ConA-induced
hepatitis with pre- and post-treatment of 5 g/kg OJE
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독성 세포 의 활성 측정4) T (Tc)
세포의 경우 에 감염된 세포를 에 부착된cytotoxic T (Tc) virus MHC class I

항원을 인식함으로 감염세포를 공격하여 사멸시키는 방어적 역할을 하는 세포이다.
하지만 그 활성이 지나치거나 과다하게 생성되었을 경우 오히려 괴사 등의 부작용

을 유발시키기도 한다 본 실험에서 세포의 수적 증가를. CD3+/CD8+ cytotoxic T
확인한 결과 를 처리한 군에서 대조군에 비해 약 정도 증가한 것을 확인ConA 54%
하였다 의 경우 수가 정상군보다 다소 적게 나타나 세포의. pre-treatment Tc Tc
활성이 정상적으로 회복되었음을 알 수 있었다 (Fig. 3-13).

Fig. 3-13. CD3+/CD8+ cytotoxic T cell count from balb/c splenocytes by
flow cytometry. Anti-CD3 antibody was labeled with PE and anti-CD8
antibody was labeled with FITC.

와 의 측정5) SOD Catalase
와 는 항산화 효소계의 하나로 세포 내 활성산소 제거에 중요한 역SOD catalase

할을 하고 있다 미나리 에탄올 추출물 는 와 의 활성을 증가시. (OJE) SOD catalase
켰으나 기대한 만큼 높게 나타나지는 않았다 이것은 가(Fig. 3-14). OJE NF-kB

실험에서 입증되었듯이 유전자의 발현조절에 관여하나transcriptional activation
그 정도는 약한 것으로 여겨진다. in vitro 상에서의 연구 제 세부연구 에서 항산화( 2 )
효소의 활성이 상대적으로 높게 나타난 것은 직접적인 투여에 의한 것으로 여겨지

며 본 연구는 전임상 단계로서 에 장기간 투여하여 대사과정을 거친 후 간mouse
에서의 활성을 나타낸 것임으로 다소 낮게 나타난 것으로 생각된다.

Control                             ConA alone                ConA/OJE pre-treatment

100% 154% 89%
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Fig. 3-14. Effect of OJE oral administration on hepatic SOD and
catalase(CAT) activity. a,b; significantly different from control (p<0.05)

세포의 활성 측정6) NK
in vitro 상에서 세포에 대한 의 효과는 유의성 있게 나타NK OJE (600ug/ml)

나지 않았다 다시 말해 세포의 활성화에 는 관여하지 않는 것으로 확인되. NK OJE
었다 이것은 세포를 과도하게 활성화하여 자가 면역질환으로 연결되는 것을. NK
억제한다는 의미도 포함하고 있다 (Fig. 3-15).

Fig.3-15. Effect of OJE on natural killer(NK) cell activity from balb/c
mouse with ConA-induced hepatitis. Treatment and assay was performed
in vitro.
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농도 측정7) hepatic vitamin E
간에서의 의 농도는 산화적 스트레스로 인한 조직에의 손상을 간접적vitamin E

으로 판독할 수 있는 지표로 사용되고 있다 따라서 항산화제의 함유량이. sample
에 높을수록 산화적 스트레스로 인한 의 감소를 억제할 수 있기 때문에vitamin E

의 항산화능력을 간접적으로 확인하는 방법이기도 하다 본 연구에서는sample .
의 농도를 증가함에 따라 의 농도가 증가하는 데 이것은OJE hepatic vitamin E

의 성분에 항산화성을 나타내는 물질이 존재하고 있음을 시사하는 것이다OJE
(Fig. 3-16).

Fig. 3-16. Effect of OJE on vitamin E level in liver with ConA-induced
hepatitis

8) hepatic lipid peroxidation
은 산화적스트레스로 인한 간의 손상을 확인하는 방Hepatic lipid peroxidation

법으로 과도하게 생성된 들은 항산화제인 또는lipid peroxides vitamin E vitamin
등의 물질을 고갈시키고 조직의 손상을 직접적으로 유발시키는 중요한 역할을 한C

다 본 연구에서는 미나리 에탄올 추출물을 투여한 쥐로부터 유래된 간조직의. lipid
을 측정한 결과 미나리 에탄올 추출물의 투여량이 증가함에 따라 감소peroxidation

하는 경향을 나타내었다 이러한 결과는 의 농도와(Fig. 3-17). hepatic vitamin E
깊은 관계가 있는 것으로 여겨진다.
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Fig. 3-17. Effect of OJE on lipid peroxidation in liver with ConA-induced
hepatitis

다 미나리 단일 및 복합 추출물의 안전성 평가.

미나리 클로로포름 분획 의 독성 및1) (CF) LD50의 결정

주령된 를 각 당 마리씩 무작위로 분류하여 모두 실험군으6 ICR mouse group 6 4
로 구분하였다 클로로포름 분획는 동결건조된 를 이용하여. powder 1g/kg, 2g/kg,

의 농도로 매일 사이에 별로 경구투여하였다 일요일은5g/kg 12:00 - 14:00 group .
투여를 하지 않았으며 총 주에 걸쳐 클로로포름 분획를 지속적으로 투여하였다4 .
동물 사육실 온도는 도 습도는 로 일정하게 유지 시켰으며 시간 간격으25 , 60% 12
로 밤낮의 을 자동으로 조절하였다 음성대조군은 마찬가지로 동일한 환경을cycle .
만들어 주기위해 클로로포름 분획 대신에 을 동일량 경구투여하였saline solution
다 주간 경구 투여후 체중변화 및 각 조직의 무게변화 그리고 독성 및 관련 질. 4 ,
병의 소견이 있는 지를 해부를 통해 검정하였다 본 실험의 결과를 종합해본 결과.
최고 농도인 에서도 단 한 마리의 도 사망하지 않았다5g/kg ICR mouse (Fig.

또한 체중의 변화를 관찰한 결과 대조군과 차이를 보이지 않았으며 각 장기3-18).
조직의 무게 또한 변화가 없었다 장기조직의 손상 여부를 관찰한 결(Table 3-3).
과 조직괴사 및 부종 염증의 형상은 나타나지 않았고 대조군과 비교해서 전혀 차,
이를 구별할 수 없었다.
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Fig. 3-18. The survival rate of ICR mouse fed 1, 2, 5 g/kg chloroform
fraction by oral administration for 28 days. None of mice has died with
treatment of chloroform fraction for 28 days. The data suggest that
chloroform fraction has no significant toxicity with even high
concentration.

Table 3-3. Body weight index during chloroform fraction administration
for 28 days.

대조군 투여군1 g/kg 투여군2 g/kg 5 g/kg
투여군

Intial body weight (g) 30.6 +/- 1.07 29.5 +/- 1.22 31.2 +/- 0.97 29.3 +/- 1.42

Final body weight (g) 34.2 +/- 2.12 33.5 +/- 1.43 33.5 +/- 1.89 32.9 +/- 1.749

Diet intake (g/d/mouse) 5.03 +/- 0.22 5.26 +/- 0.41 5.34 +/- 0.25 5.3 +/- 0.34

* There was no significant difference in body weight.

장기 조직의 무게 측정2)
일간 클로로포름 분획을 농도별로 투여한 후 로 마취시킨 후 를 수28 ether blood

집하고 원심분리하여 혈청을 에 분리하여 측정때까지eppendorf tube cytokine -70
도에서 보관하였다 각 조직 장기를 분리한 후 에 회 씻은 후 무게를 측정하. PBS 3
였고 각 부위를 육안으로 검정하여 질병이나 염증반응 부종등이 발생(Table 3-4) ,
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하였는 지 관찰하고 사진 촬영하여 기록을 보존하였다.

Table 3-4. The organ weight of ICR mouse fed chloroform fraction for
28 days

대조군 투여군1 g/kg 투여군2 g/kg 투여군5 g/kg
Spleen 0.106 +/- 0.01 0.109 +/- 0.01 0.109 +/- 0.01 0.106 +/- 0.02
Kidney 0.224 +/- 0.01 0.219 +/- 0.02 0.22 +/- 0.01 0.22 +/- 0.01
Liver 1.83 +/- 0.31 1.72 +/- 0.21 1.83 +/- 0.17 1.87 +/- 0.13
Thymus 0.05 +/- 0.02 0.05 +/- 0.02 0.052 +/- 0.02 0.056 +/- 0.02
Heart 0.17 +/- 0.01 0.15 +/- 0.02 0.15 +/- 0.02 0.16 +/- 0.02
Lung 0.14 +/- 0.05 0.16 +/- 0.01 0.17 +/- 0.01 0.18 +/- 0.03

염증 관련 혈중 의 유리 측정3) cytokines
간염억제 및 간기능 활성화를 측정하기 위해 에 용0.9% saline solution 0.3 ml

해시킨 로 마리concanavalin A (ConA, 15 mg/kg) balb/c mouse (6 /group) tail
에 일주일에 한번씩 주동안 주사하여 간염을 유발시켰다 는 와vein 4 . OJE pre-

로 구분하여 실험하였는데 의 경우 클로로포름post-treatment pre-treatment 5g/kg
분획을 투여 일주일 전부터 경구투여 하였고 의 경우 주 동ConA post-treatment 4
안 를 처리한 후 클로로포름 분획을 경구투여하기 시작하여 주동안ConA 5g/kg 8
유지시켰다 따라서 처리기간은 의 경우 총 주였다. total ConA post-treatment 12 .
각각의 투여가 끝나는 시기에 로 마취시킨 후 해부하여 를 취하여 혈중ether blood

의 변화를 측정하였다proinflammatory cytokine .
의 발현을 통해 측정한 결과 의 혈중 농도가proinflammatory cytokine TNF-a

처리군에서 대조군에 비해 약 배 증가하였고 의 경ConA 18.3 pre-treatment group
우 약 배 정도로 증가하여 대조군에 비해 클로로포름 분획이 혈중 의 발3.2 TNF-a
현 억제효과가 있음을 알 수 있었다 하지만 의 경우 클로로포름 분. post-treatment
획의 처리는 대조군에 비해 큰 차이를 나타내지 않음으로 이미 간 조직이 손상되

었을 경우는 회복이 어려운 것으로 판단된다 따라서 클로로포름 분획은 예방적 관.
점에서 보다 효과적으로 여겨진다 이러한 경향은 의 경우도 마(Fig. 3-19). IL-1b
찬가지로 나타났다 특이한 점은 혈중 의 농도가 약 배 정도(Fig. 3-20). IFN-r 10
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감소하였는데 이것은 의 증가와 직접적인 관련이 있을 것으로 여겨지는데TNF-a
인 는 을 조절하는 역할을 하고 있기Th1 type cytokine IFN-r Th2 type cytokine

때문에 감소된 혈중 농도는 의 혈중 농도를 상승시킴으로 간염의 진IFN-r TNF-a
행을 보다 촉진시킬 것으로 여겨진다 의 경우 의 농도가 정. pre-treatment IFN-r
상수준으로 회복되는 것을 확인 하였는데 이것의 영향으로 또한 정상수준TNF-a
으로 감소한 것이다 (Fig. 3-21).

Fig. 3-19. Plasma TNF-a level from balb/c mouse having ConA-induced
hepatitis with pre- and post-treatment of 5 g/kg chloroform fraction

Fig. 3-20. Plasma IL-1b level from balb/c mouse having ConA-induced
hepatitis with pre- and post-treatment of 5 g/kg OJE



- 109 -

Fig. 3-21. Plasma IFN-r level from balb/c mouse having ConA-induced
hepatitis with pre- and post-treatment of 5 g/kg chloroform fraction

라 미나리 발효액의 안전성 확인 연구.

미나리 발효액을 제 세부과제로부터 기술 이전 받은 주 한우물 참여기업으로2 ( )
부터 제공받아 사용하였다 미나리 발효액은 당을 함유하고 있어 미나리의. oligo
쓴맛이 상당히 감소되어 있었고 에 일간 일요일은 제외balb/c mouse 1 ml/day 28 (

총 투여일은 일 구강투여 하여 생화학적 요소를 측정하였다 투여 직후- 24 ) . mouse
의 상태를 관찰한 결과 행동상의 이상은 발견되지 않았으며 정상적인 활동을 하는

것으로 관찰되었다.

혈중 와 분석1) GPT GOT level
일간의 미나리 발효액의 투여는 에서 간독성을 나타내지 않았다24 balb/c mouse

발효액만 투여한 군에서는 와 의 수치는 변화가 없는 반면(Fig. 3-22). GOT GPT
로 간염을 유도한 군에서는 와 의 수치가 약 배정도 유의적으로ConA GOT GPT 4.6

증가하였다 유도된 간염군에 미나리 발효액의 투여는 약 정도의 유의. ConA 12%
적 감소는 나타내었지만 기대한 만큼의 효과는 나타나지 않았다 이것은 단일 추출.
물에 비해 발효액으로 만들었을 경우 실제 유효성분 섭취량이 감소하였기 때문으

로 생각된다 하지만 애초의 연구계획에서와 같이 미나리 발효액의 전임상적 간독.
성은 나타나지 않았다.
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Fig. 3-22. Effect of fermented OJ on plasma GPT and GOT release
from liver with ConA-induced hepatitis

혈중 농도 분석2) vitamin C
혈중 의 농도는 항산화적 방어체계의 하나로서 생체내 산화적 스트레vitamin C

스 유무를 간접적으로 측정할 수 있는 방법이기도 하다 대체로 간과 같이 지질성.
분이 많은 조직에서는 를 측정하는 반면 혈중에서는 수용성인vitamin E vitamin C
를 측정하는 것이 일반적이다 본 연구에서는 미나리 발효액의 장기적 경구투여가.
혈중 의 농도를 증가시키는 것을 알 수 있었다 이것은 미나vitamin C (Fig. 3-23).
리의 발효과정에서 조직이 다소 마쇄 또는 분해되어 세포내에 있던 또vitamin C
는 항산화물질이 유출되어 쥐의 장을 통해 흡수된 것으로 생각된다 즉 미나리 발.
효액의 장기적 복용은 항산화 비타민의 보충에 도움이 될 것으로 여겨진다 또한.

를 처리한 군에서는 과도한 산화적 스트레스의 형성으로 혈중 의ConA vitamin C
소모가 극심하게 일어났으며 미나리 발효액의 경구투여는 부분적으로 산화적 스트

레스를 제거한 것으로 나타났다.
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Fig. 3-23. Effect of fermented OJ on plasma vitamin C level in balb/c
mouse.

혈중 분석3) lipid peroxidation
혈중 은 간염의 유발로 인해 발생할 수 있는 산화적 스트레스lipid peroxidation

정도를 간접적으로 알 수 있는 지표가 된다 본 실험에서는 의 측정을. MDA
를 통해 수행한 결과 발효액 투여군에서는 이LPO-CC kit lipid peroxidation control

군에 비해 유의적 변화가 없었다 를 처리한 군에서는 예상대로(Fig. 3-24). ConA
이 증가한 것으로 나타났으며 발효액 처리군에서는lipid peroxidation 64% ConA/

만 처리한 군에 비해 이 감소하였다 이것은 미나리 발ConA 13% lipid peroxidation .
효액이 직접적인 항산화효과를 나타내기 보다는 보조적 역할을 수행하는 정도로

이해된다.

Fig. 3-24. Effect of fermented OJ on plasma lipid peroxidation in
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balb/c mouse

산화적 스트레스에 대한 저항성 분석4) PBMC
미나리 발효액의 면역학적 안전성을 확보하기 위해 혈중세포들에 대한 DNA

여부를 로 확인하였다 간염으로 인하거나 때로는 투여한 물damage comet assay .
질이 독성이 있어 산화적 스트레스를 주게되면 혈중 세포들의 가 파괴가 되DNA
어 과정을 거치게 된다 따라서 미나리 발효액의 투여로 인한 안전성과apoptosis .

유도된 간염에서 미나리 발효액의 효과를 확인하였다 미나리 발효액 처리ConA .
군에서는 군과 비교할 때 효과가 나타나지 않아 장기간 일control DNA damage (24 )
경구투여 하였을 경우에도 혈중 세포에 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다 (Fig.

처리군에서는 가 나타나 실제로 간염으로 인한 혈중 산3-25). ConA DNA damage
화적 스트레스가 증가하였음을 알 수 있었다 발효액의 처리군에서는. ConA/ ConA
처리군에 비해 감소하는 경향은 나타내었지만 통계적 유의성을 나타내지 않아 미

나리 발효액의 경구투여가 손상된 혈중 세포의 회복에는 관여하지 않는 것을 확인

하였다.

Fig. 3-25. Effect of fermented OJ on DNA damage in PBMC. DNA
damage was measured by mean tail moment using the slide comet assay.

마 미나리 활성성분인 와 과. caffeic acid coumaric acid, lamivudin, interferon-r
의 상승효과 확인

제 세부과제로부터 미나리의 간염 억제 활성 성분으로서 로 확인되2 caffeic acid
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었다 하지만 미나리에는 를 포함해 여러 성분이 복합적으로 작용할. coumaric acid
가능성이 높다 따라서 본 실험에서는 와 형. caffeic acid coumaric acid, lamivudin(B
간염치료제 를 동시 처리하여 상승효과가 있는 지 여부를 확인하였다 실험은) .

의 으로부터 를 만들어balb/c mouse spleen primary splenocytes in vitro 상에서 시

료를 직접 시간 처리하여 염증 관련 의 발현을 확인하였다24 cytokines (Fig.
실험결과 를 처리한 군에서 와 를 처리한 경3-26). ConA caffeic acid coumaric acid

우 와 의 농도가 만 처리한 군에 비해 유의적으로 감소되TNF-a IL-1b caffeic acid
었음을 알 수 있다 이것은 가 미나리 또는 미나리 발효액의 주성분이. caffeic acid
지만 도 동시에 작용하여 상승효과를 나타낼 수 있음을 알 수 있었coumaric acid
다 하지만 을 처리한 경우는 와 동시 처리하여도 상승효과가. lamivudin caffeic acid
나타나지 않았는데 이것은 의 작용이 형 간염바이러스의 역전사를 억제lamivudin B
하는 기작에 의해 발생되기 때문에 본 연구에서는 형간염 바이러스 모델이 아닌B

로 유도된 경우라서 과의 상승효과가 나타나지 않은 것으로 판단된ConA lamivudin
다 하지만 미나리 추출액의 경우 형 간염바이러스의 역전사를 억제하는 효과가. B
있었던 제 세부연구의 결과에 비추어 볼 때 향후 형 간염 바이러스 모델을 이1 B
용하였을 경우 과의 상승효과 또한 가능할 것으로 기대된다lamivudin .

Fig. 3-26. Effect of co-treatment of caffeic acid (CA) with coumaric
acid and lamivudin in combination on proinflammatory cytokine release
from primary splenocytes of balb/c mouse
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바. 미나리 유용성분의 in vivo 독성평가

의 독성을 평가한 흰쥐의 몸무게 변화는 초기 몸무게Caffeic acid (initial
와 최종 몸무게 체중증가 부분에서 각군의 차이Wt(g)) (final Wt(g)), (weight gain(g))

가 없었다 또한 생존율은 모두 를 보여주어 는 까지. 100% caffeic acid 40 mg/kg/day
독성이 나타나지 않는 안전한 용량범위임을 확인할 수 있었다(Table 5).

Table 5. Survival rates of experimental rats

Group
Dose

(mg/kg, day)
No. of mice No. of survival Survival rate (%)

NC . 6 6 100
CC . 6 6 100
CFL 10 6 6 100
CFH 40 6 6 100

Each value represents the mean ± SD of six rats.
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic
acid (10 mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic
acid (40 mg/kg) before the CCl4-administration

사. 미나리 유용성분의 in vivo 간기능 개선 효과

실험동물로서 주령의 종 수컷 흰쥐를 군당 마리씩10 Sprague-Dawley 6
정상군control( ), CCl4대조군, CFL(caffeic acid 10 mg/kg/day), CFH(caffeic acid

군으로 나누어 주간의 본 실험에 사용하였다 군은40 mg/kg/day) 2 . CFL, CFH
를 일 회씩 일간 경구투여 하였고 마지막 투여 후 시간째caffeic acid 1 1 14 , 3 CFL,

CFH, CCl4 대조군은 20% CCl4를 당 투여하였다 실내온도kg 1.25 mL . 23±3 ,℃
시간 명암주기에서 표준식이와 물을 충분히 공급하였고 체중은 주 회 측정하였12 , 2

다.

체중변화와 장기무게1)
체중은 오전 시경에 측정하였으며 장기는10 , CCl4 투여 후 시간째에 부24



- 115 -

검하여 채취하였다 실험동물의 체중변화는 과 같으며 실험기간 주 동안. Table 3 , 2
의 체중증가는 각 실험 군 간에 유의한 차이가 없었다 장기는 간과 신장 좌 우를. ,
측정하였으며 무게 측정 결과는 과 같다 장기 무게도 실험군별로 유의한, Table 6 .
차이를 보이지 않았다.

Table 6. Body weight, liver weight, and kidney weight of experimental rats

Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters on the value
are statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05)
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic
acid (10 mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic
acid (40 mg/kg) before the CCl4-administration

혈액 성분 분석2)
혈액은 부검시 복부를 절개하여 간정맥에서 주사기를 이용하여 채취하였

다 채취한 혈액은 냉장온도에서 시간 방치 후 에서 분간 원심분리. 24 3000 rpm 20
하여 혈청을 분리하였다 분리된 혈청의 생화학적 분석은 를. commercial assay kit
이용하여 분석하였다 와 활성은. GOT GPT CCl4 대조군에서 높았고 다른 군들은,
유의적 차이가 없었다 사염화탄소를 투여하면 간 장애 유발로 인해 와. GOT GPT
활성이 증가하는 경향을 나타내나 미나리 유효성분인 를 전처리함으로, caffeic acid
써 및 활성치가 유의하게 감소하였음을 알 수 있었다GOT GPT (Table 7). LDL
콜레스테롤 총 콜레스테롤 중성지질은 투여군에서 낮은 경향을 보였, , caffeic acid
다(Table 8).

Group Body weight (g) Liver weight (g) Kidney (L)
weight (g)

Kidney (R)
weight (g)

NC 314.20 ± 21.84a 13.82 ± 2.11a 1.11 ± 0.12a 1.13 ± 0.08a

CC 308.11 ± 18.76a 12.46 ± 1.16a 1.09 ± 0.09a 1.13 ± 0.09a

CFL 320.45 ± 11.24a 13.19 ± 0.90a 1.16 ± 0.06a 1.20 ± 0.07a

CFH 309.45 ± 15.65a 12.17 ± 1.18a 1.04 ± 0.07a 1.07 ± 0.03a
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Table 7. Levels of alanine phosphotase (ALP), glutamic oxaloacetic
transaminase (GOT), glutamic pyruvic transminase (GPT) in
experimental rats

Group ALP (K-A) GOT (Karmen/mL) GPT (Karmen/mL)
NC 38.31 ± 5.47a 108.56 ± 16.87a 32.08 ± 6.01a

CC 33.64 ± 3.32a 156.14 ± 22.98b 65.89 ± 8.17b

CFL 39.65 ± 4.56a 117.49 ± 6.97a 29.15 ± 3.63a

CFH 38.12 ± 5.64a 113.53 ± 14.40a 34.53 ± 15.53a

Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters on the value
are statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05)
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic
acid (10 mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic
acid (40 mg/kg) before the CCl4-administration

Table 8. Levels of low density lipoprotein (LDL), high density lipoprotein
(HDL), total cholesterol (TCHO), and triacyl glycerol (TG) in
experimental rats

Group LDL HDL TCHO TG

NC 97.20 ± 14.70a 20.25 ± 2.47a 151.78 ± 13.09a 126.21 ± 51.51a

CC 95.84 ± 24.47a 22.19 ± 5.13a 150.51 ± 21.41a 184.05 ± 11.82b

CFL 33.27 ± 5.77b 21.62 ± 1.46a 87.36 ± 7.03b 147.52 ± 39.43a

CFH 40.27 ± 10.55b 20.72 ± 6.26a 85.03 ± 6.94b 132.60 ± 33.48a

Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters on the value
are statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05)
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic
acid (10 mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic
acid (40 mg/kg) before the CCl4-administration
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조직병리학적 변화 측정3)
사염화탄소로 간독성이 유도된 흰쥐의 각 군의 염색에 의한 간 조직H&E

박편의 조직병리학적 변화를 비교한 결과 사염화탄소에 의해 간 조직손상이 유발되

었으나 처리군 군 에서는 조직 손상이 현저하게 억제되는 것으로 나타caffeic acid (CF )
났다 이 결과로 미나리로부터 분리된 는 간 기능 개(Table 9, Fig. 3-27). caffeic acid
선 효과가 있음을 제시하였다.

Table 9. Effects of caffeic acid pretreatment on CCl4-induced liver
damage in rats.

Grades are as follows: - (normal), + (mild), ++ (moderate), and +++ (severe).

Parameter
Groups

Grades Control CCl4 CCl4-CA
(10 mg/kg)

CCl4-CA
(40 mg/kg)

Hepatocyte
degeneration/necrosis

- 6 0 1 3
+ 0 0 3 3
++ 0 3 2 0

+++ 0 3 0 0

Fatty change - 6 0 2 5
+ 0 2 4 1
++ 0 4 0 0

Inflammatory cell
infiltration

- 6 1 5 6
+ 0 4 1 0
++ 0 1 0 0

Sinusoidal dilatation - 6 2 4 6
+ 0 4 2 0
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AAAA
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CCCC

Fig. 3-27. Representative photographs of liver sections from the control (A),
CCl4 (B), and CCl4-caffeic acid (40 mg/kg) groups stained with hematoxylin &
eosin.
(A) a control rat, showing normal appearance. (B) a CCl4 treated rat, showing extensive
necrosis around central vein region, moderate fatty change and mild inflammatory cell
infiltration. (C) a CCl4-caffeic acid (40 mg/kg) treated rat, showing mild hepatocyte
necrosis and fatty change.
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산화적 스트레스 억제능 측정4)
간과 신장을 적출하여 차가운 생리식염수에 씻어 혈액을 제거하고 무게,

를 측정한 뒤 얼음위에서 작게 잘라 에 보관하였다 냉동 보관 하였던 간과-70 .℃
신장조직에 를 가하여 로 균질화 한 후 실험하였다 조직PBS Teflon homogenizer .
시료의 단백질 분석은 방법으로 측정하였다 사염화탄소는Bradford . microsomal

에 의하여mixed function oxidase trichloromethyl radical( CCl̇• 3 로 전환되어 이것)
이 및 세포막과 같은 생체막의 과산화를 일으켜 간 손상을endoplasmic reticulum
야기 시키는 것으로 알려져 있다 그러므로 미나리 추출물의 활성성분인. caffeic

를 전처리함으로써 사염화탄소의 유독작용이 간 신장조직에서 어떻게 나타나acid ,
는지 항산화 실험을 통해 검토하여 보았다.

가) Catalase
는 대부분의 조직에 존재하는 에서Catalase peroxisome H2O2를 무독성의

H2O2로 환원시켜 조직 손상을 방어하는 효과가 있으며 활성은, catalase
를 이용하여 효소반응 후 남아있는commercial assay kit catalase H2O2 양을

방법으로 측정하였다 효소활성도는 분 동안에 의colorimetric . 1 1 mM H2O2 를 분

해시키는 효소의 양으로 표시하였다 간에서의 활성도는 에 나. catalase Fig. 3-28
타낸 바와 같이 CCl4 대조군이 정상군에 비해 유의하게 낮은 활성을 보인 것으로

나타났으며 이는 CCl4 독성이 활성을 저해함을 의미한다 그러나catalase . caffeic
를 투여한 군 군 에서의 활성은 정상군과 유의한 차이를 보이지 않acid (CF ) catalase

거나 오히려 활성이 더 높아졌음을 알 수 있다 이러한 경향은 신장의 경우도 같, .
았으며 따라서 투여는(Fig. 3-29), caffeic acid CCl4 독성에 의한 활성 저catalase
해를 억제하였음을 알 수 있었다.



- 120 -

5

5.2

5.4

5.6

5.8

6

6.2

6.4

6.6

6.8

7

NC CC CFL CFH

m
m
o
le
/m
in
/m
g
 p
ro
te
in

bc

c

ab
a

Fig. 3-28. Effects of caffeic acid (CA) on the hepatic catalase activity in
CCl4-induced rat liver.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration
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Fig. 3-29. Effects of caffeic acid (CA) on the catalase activity in
CCl4-induced rat kidney.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration
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나) Superoxide Dismutase
는SOD O2가 한 개의 전자를 받아들여 불완전 산화된 superoxide anion

을 로 전환시키는radical hydrogen peroxide O2 소거 효소이다 의 활성은. SOD•
를 이용하여 측정하였다 간 조직에서 활성도를SOD determination assay kit . SOD

측정하여 보면 CCl4 대조군에서의 활성이 다른 군에 비하여 유의하게 낮았으SOD
며, CCl4 와 를 모두 처리한 군에서는caffeic acid CCl4 대조군 보다는 높은 활성

을 나타냈으나 정상군보다는 낮았다 신장 조직에서는, (Fig. 3-30). CCl4 대조군의

활성이 다른 군에 비하여 유의하게 낮았으며 다른 군들 간에는 유의차가 없SOD ,
었다 따라서 투여가(Fig. 3-31). caffeic acid CCl4 로 인한 간 신장에서의 활, SOD
성 저해를 어느 정도 억제시킴을 알 수 있다.
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Fig. 3-30. Effects of caffeic acid (CA) on the hepatic superoxide
dismutase (SOD) activity in CCl4-induced rat liver.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration
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Fig. 3-31. Effects of caffeic acid (CA) on the superoxide dismutase
(SOD) activity in CCl4-induced rat kidney.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration

다) Glutathione-S-transferase
활성은 균질화된 조직 에GST 20 uL DPBS(Dulbecco's Phosphate

를 로 혼합한 시료Buffered Saline), 200 mM Glutathione, 100 mM CDNB 98:1:1
를 넣고 분 간격으로 분간의 반응을 에서 측정하였다 효소활성180 uL 1 10 340 nm .

은 분간 효소 단백질 이 생성한 의 분자흡광계1 (mg) 2,4-dinitrobenzene-glutathione
수를 이용하여 계산하였다 활성의 측정 결과 를 주간 투여한 뒤. GST caffeic acid 2
CCl4 를 투여한 군의 활성은 조직간 차이가 좀 있으나 전체적으로 정상군과 비슷,
하였다 그러나(Figs. 3-32, 3-33). CCl4 대조군의 활성은 다른 군과 비교하여 유의

하게 낮았으며 이는 의 전처리가, caffeic acid CCl4 에 의한 활성의 감소를 예방하

였다고 볼 수 있다.
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Fig. 3-32. Effects of caffeic acid (CA) on the hepatic
glutathione-S-transferase (GST) activity in CCl4-induced rat liver.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration
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Fig. 3-33. Effects of caffeic acid (CA) on the glutathione-S-transferase
(GST) activity in CCl4-induced in rat kidney.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration
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라) Glutathione Peroxidase
는 을 함유하는 항산화계 효소로서 체내에서 를Gpx selenium(Se) NADP+

전자수용체로 하여 를 산화형 와 물 그리고 기타 과산화물을 생성하GSH GSSG
는 반응을 촉매하므로써 조직의 과산화적 손상을 방지하고 산소 독을 해독하는 효

소이다 활성은 를 이용하여 측정하였다. Gpx commercial assay kit . Gpx assay
와 에 를 넣은 뒤buffer 890 uL NADPH assay reagent 50 uL sample 50 uL

를 가하여 반응시키고 에서 초 간격으로 번 측정하t-Bu-OOH 10 uL 340 nm 10 6
였다 효소 활성은 분간 의 를 생성하는 효소의 양으로. 1 1 umole oxidized NADPH
나타내었다 결과를 보면 신장조직에서는 각 군들 간에 유의차가 나타나지 않았으.
나, CCl4 대조군에서 그 활성이 낮은 경향을 보였다 간 조직에서는. CCl4 대조군의

활성이 유의하게 낮아 CCl4 독성이 활성을 저해함을 알 수 있었으며Gpx , caffeic
를 전처리한 뒤acid CCl4를 처리하여 준 군에서는 CCl4 독성에 의한 활성 저Gpx

해가 없었으며 오히려 정상군보다 높은 활성을 나타내었다, (Figs. 3-34, 3-35)
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Fig. 3-34. Effects of caffeic acid (CA) on the hepatic glutathione
peroxidase (GPx) activity in CCl4-induced rat liver.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration
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Fig. 3-35. Effects of caffeic acid (CA) on the glutathione peroxide
(GPx) activity in CCl4-induced rat kidney.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration

마) Glutathione
는 외부의 산화적 세포손상에 대한 방어작용을 나타내는 효소의 기GSH

질로 사용되며 세포내 지질과산화물과 이물질 제거 아미노산 수송 및 저장 등 다,
양한 세포기능을 수행하는 중요한 물질이다 조직 내 의 양을 측정한 결과. GSH
CCl4 대조군에서는 다른 군들과 비교하여 양이 감소하는 경향을 나타냈으며GSH ,

의 전처리에 의해 양이 정상군과 유사한 수준으로 증가하는 것으caffeic acid GSH
로 확인되었다(Figs. 3-36, 3-37).
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Fig. 36. Effects of caffeic acid (CA) on the hepatic glutathione (GSH)
concentration in CCl4-induced rat liver.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration
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Fig. 3-37. Effects of caffeic acid (CA) on the glutathione (GSH)
concentration in CCl4-induced rat kidney.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration

바) Malondealdehyde
지질과산화는 체내 산화적 손상으로 인한 생성의 증가 및free radicals

항산화 방어 능력의 감소로 인해 일어난다 지질과산화 정도는 의. malondealdehyde
양을 로 비색정량하는 방법을 이용하여 측정하였다 조직 내thibarbituric acid .

의 양을 측정한 결과MDA CCl4 대조군이 다른 군들과 비교하여 양이 증가MDA
하는 경향을 나타냈으며 의 전처리에 의해 양이 정상군과 유사, caffeic acid MDA
한 수준으로 감소하는 것으로 확인되었다 이는 다른 실험결과와(Figs. 3-38, 3-39).
마찬가지로 의 전처리가 산화적 손상에 대한 방어효과가 있음을 제시하caffeic acid
는 것이다.
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Fig. 3-38. Effects of caffeic acid (CA) on the hepatic malondealdehyde
(MDA) concentration in CCl4-induced rat liver.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration
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Fig. 3-39. Effects of caffeic acid (CA) on the malondealdehyde (MDA)
concentration in CCl4-induced rat kidney.
Each value represents the mean ± SD of six rats. Different letters above the bar are
statistically different by Ducan's multiple range test (p < 0.05).
NC: Normal control rats, CC: CCl4 control rats, CFL: Rats treated with caffeic acid (10
mg/kg) before the CCl4-administration, CFH: Rats treated with caffeic acid (40 mg/kg)
before the CCl4-administration
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도4
연도별 연구목표 및 평가착안점에 입각한 연구개발목표의 달성도 및 관련분*
야의 기술발전에의 기여도 등을 기술

제 절 연구개발 착안점 및 달성도1
연구계획시의 착안점1.

구 분
평가의 착안점 및 척도

착 안 사 항 척 도 점수( )

차년도1 ( 2005 )
추출물의○ in vitro 활성측정

전임상을 통한 독성 유효성 평가 측정,○
미나리로부터 활성물질의 분리 및 추출조건의○

최적화

30
30
40

차년도2 ( 2006 )
단일 복합물질에 대한,○ in vitro 활성측정

유효물질의 전임상을 통한 면역학적 분석○
발효 미생물의 선정 및 발효조건의 최적화○

30
40
30

차년도3 ( 2007 )
발효유효물질의 기능성 증진○
발효유효물질의 독성 및 유효성 평가○
발효제품개발 및 기호성 검토 응용제품 개발 및,○

제품의 효과 검정과 경제성 검토

30
30
40

최종평가

간염억제및 간기능 개선물질의○ in vitro 활성준석

간보호물질의 동물모델을 통한 면역학적 분석○
간기능활성화 기능성 제품의 개발○

30
30
40
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연구시행후의 달성도2.

구 분

평가의 착안점 및 척도

착 안 사 항
달성도

점수( )

차년도1 ( 2005 )
추출물의○ in vitro 활성측정

전임상을 통한 독성 유효성 평가 측정,○
미나리로부터 활성물질의 분리 및 추출조건의○

최적화

100
100
100

차년도2 ( 2006 )
단일 복합물질에 대한,○ in vitro 활성측정

유효물질의 전임상을 통한 면역학적 분석○
발효 미생물의 선정 및 발효조건의 최적화○

100
100
100

차년도3 ( 2007 )
유효물질의 기능성 증진○
유효물질의 독성 및 유효성 평가○
제품개발 및 기호성 검토 응용제품 개발 및 제,○

품의 효과 검정과 경제성 검토

100
100
100

최종평가

간염억제및 간기능 개선물질의○ in vitro 활성준석

간보호물질의 동물모델을 통한 면역학적 분석○
간기능활성화 기능성 제품의 개발○

100
100
100
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제 절 관련분야의 기술발전에의 기여도2
미나리는 우리식탁에서 입맛을 돋우는 신선야채에서부터 다양한 쓰임성이 있

는 채소로 영양적인 측면을 넘어 기능적인 측면까지 연구가 되어지고 있다 예로부.
터 미나리는 항지방간 작용 간경변 억제 작용 혈중 콜레스테롤 저하 작용 해독, , ,
작용 지혈 작용 등의 여러 약리작용을 지니고 있어 물고기 중독 혈뇨 자궁출혈, , , , ,
고혈압 불면증 등 여러 질병의 치료에 다양하게 응용되어져 왔는데 미나리의 간기,
능에 유효한 기능이 알여져 왔다 그러나 과학적인 연구가 부족하여 보다 진보된.
상품화 부가가치화가 요원하였었다, .

본 연구개발을 통하여 미나리의 이용가능성을 확대하였고 현재 참여기업인1.
주 한우물은 화순에 무농약으로 그것도 규격에 맞는 무농약 규격을 통( ) JAS

과하여 일본 및 해외수출을 준비하고 있음.

앞서 소개했듯이 우리나라의 간질환 환자가 많이 있는바 약물치료를 병행하2.
여야 하겠지만 도움이 되는 식품을 함께 섭취함으로서 건강에 도움이 될것이

며 미나리의 부가가치를 높이는데 기여하였음.

미나리의 기능성을 밝히고 논문 및 전시회 등에 출품하여 우리 농산물의 우3.
수성과 소비진작에 도움을 줬으며 미나리의 기능성을 통하여 국민건강에도 많

은 공헌을 하였음.

를 통하여 미국 유럽 일본 중국하고의 교역이 늘어날 것이며 우리 고4. FTA , , ,
유의 작물이나 가공성 기능성을 발굴 양산화하는데 많은 노력을 기월였으며, ,
체계적인 를 작성하는데 도움이 됬음data base .
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제 장 연구개발결과의 활용계획5
추가연구의 필요성 타연구에의 응용 기업화 추진방안을 기술* , ,
연구기획사업 등 사업별 특성에 따라 목차는 변경 가능함*

연구개발결과1.
미나리를 이용한 간기능 개선에 확정적인 결과를 얻어 참여업체로서는 기능성을

바탕으로 특화작물 및 기능성 식품으로 등재를 준비하고 있다 또한 현재 업체는.
일본의 규격에 맞는 무농약 농법으로 미나리를 밭에서 재배하고 있으며JAS FTA
에서 앞서나갈수 있도록 준비를 하고 있으며 향후 지자체와 공동으로 마케팅이나

심층 제품화 사업에 집중할 것이다.

가 학술발표.
김현지 이정민 전우진 황권택 박창수1. , , , , Ethanol Extract of OJ (Oenanthe
javanica) Controls Apoptotic Process by Regulating Blc-2 Family

한국식품과학회 제 차Expression in HBV-Infected HepG2 Cell Line 2006 73
학술대회

2. 최희정 전우진 황권택 이정민 김경미 박창수, , , , , In vitro Antioxidative
한국식품과Effects of Ethanolic Extract from Oenanthe javanica DC 2006

학회 제 차 학술대회73
3. 최희정 전우진 황권택 이정민 김경미 박창수, , , , , Hepatoprotective Effects of
Caffeic Acid from Oenanthe javanica DC 2006 Annual Meeting and
International Symposium

4. Choi HJ, Hwang KT, Lee JM, Kim KM, Park CS, Jun WJ Antioxidative Effects
of Oenanthe Javanica DC. in HepG2 Cells 2007 Annual Meeting and
International Symposium 2007. 6. 22

5. Choi HJ, Park JJ, You YH, Hwang KT, Lee JM, Kim KM, Park CS, Jun WJ
Protective Effects of Caffeic Acid Isolated from Oenanthe Javanica DC. in
Rats Treated with CCl4 2007 International Symposium and Annual
Meeting 2007. 10. 18
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나 논문게제 및 투고.
이정민 박창수 김남주 조동혁 정민영 황권택 김현지 전우진1. , , , , , , , Ethanol
extract of Oenanthe javanica modulates inflammtory response by inhibiting
NF-kB mediated cyclooxygenase-2 expression in RAW 264.7 macrophage.
Food Science and Biotechnology 15(2): 303-307(2006)
이정민 전우진 김현지 최희정 유양희 황권택 이명렬 박창수2. , , , , , , Effects of
Oenanthe javanica on Transcriptional Regulation of COX-2 by Inhibiting
Translocation of p65 Subunit in LPS-Stimulated Murine Peritoneal
Macrophage. Food Science and Biotechnology 15(6): 975-979(2006)

다 특허출원.
특허출원번호 전우진 박창수 이정민 황권택 최희정 유양- 10-2008-0034386 , , , , ,

희 불미나리에서 간세포 보호 및 간손상 예방 효능을 갖는 카페익산을 추출하는

방법 및 이를 포함하는 기능성 건강지향식품 2008. 4. 14.

활용계획2.
간기능 개선 간보호 활성에 우수한 기능성이 있는 미나리를 이용함으로서 향후- ,

많은 이용성을 높일수 있을것이며 업체에 적합한 제품화과정이나 향후 새로운 제

형의 개발에 활용코자 함.
업체는 차로 건강기능성에 대한 높은 관심을 가지고 있어 이에 대한 자료조사- 1

와 보완을 한다음 건강기능성 제품으로 등재 신청에 자료로 활용코자 함, .
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제 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기6
술정보

간기능 개선이나 간보호활성에 관한 신물질들이 학회 보고를 통하여 꾸준히 보1.
고 되어지고 있다 이중에서도 천연물에서 추출한 성분들이 간기능 개선에 효과가.
많은 것으로 알려졌다.

의 가지 성분들이 에서 나propolis di-O-caffeoyl quinic acid 4 rat CCl4-toxicity
로 처리에 의한 간손상에 대하여D-galactosamine (GalN)/lipopolysaccharide (LPS)

강력한 간보호 활성이 보이고 있으며 이 물질들은 수용성으로 뛰어난 것으로 알려

져 있고 동정결과 위 물질로 알려짐.

천연물의 항산화기능과 간보호활성과는 밀접한 관계를 가지고 있으며 많은 실험2.
들이 이와 같은 맥락에서 연구를 수행하였다 외국에서 많이 연구되었지만 우리주.
위에서도 쉽게 찾아볼수 있는 물질들 은행잎 추출물 강황 추출물들에서도 강력한,
항산화 기능과 함께 간보호 활성에 대한 연구 보고들이 속속 올라왔다.

간염치료제로서 많이 쓰이던 이 내성유발율이 높다는 결과가 연구 보3. lamibudin
고 된적이 있으며 이로 인하여 간염치료에 많은 문제를 가지고 있다는 사실과 우

리나라의 보험의약수가 적용에도 영향을 미친다는 보고가 있었다.

에 따르면 다국적 상에서 바라크루4. New England Journal of Medicine(NEJM) , 3
두가 에 비해 뉴클레오시드계열 약제 치료 경험이 없는 형 간lamibudine HBeAg(B
염 항원 양성 및 음성 만성 형 간염 환자에서 우수한 것으로 나타나 내성 발병e ) B
환자들에 유리하다는 보고를 하였다.

형 간염바이러스 표면항원 항원 이 양성인 암환자가 화학요법을 받5. B (HBV) (HBs )
을 때에는 라미부딘이 효과적이라고 미국립보건원 이(NIH) Annals of Internal

에 발표했는데 의 재활성화 및 관련 질환Medicine(2008; 148: 519-528) HBV HBV
과 사망의 위험을 낮춰주기 때문이라고 주장하였다.

장기간 대두 단백을 섭취가 신부전이 합병된 형 당뇨병환자의 심혈관 위험인자6. 2
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와 신장기능을 개선시키고 간기능 활성에 도움을 준다고 이란 연구팀이 Diabetes
에 발표했다 섭취기간은 년이며 식사에 들어있는 단백질Care(2008; 31: 648-654) . 4

은 체중 당 대두단백 섭취군은 동물성 단백 대두 단백 대두1kg 0.8g. 35%, 35%,
이외의 식물성 단백 이었고 대조군은 동물성 단백 식물성 단백 로30% , 70%, 30%
구성했다 그 결과 대두 단백을 먹으면 공복시 혈당치 대두 단백 섭취군과 대조. , (
군의 평균변화 혈청총콜레스테롤-18 vs 11mg/dL, P=0.03), (-23 vs 10mg/dL,＋ ＋

콜레스테롤 중성지방P=0.01), LDL (-20 vs 6 mg/dL, P=0.01), (-24 vs -5mg/dL,＋
이 모두 유의하게 낮아졌고 또한 대두 단백 섭취군은 대조군에 비해 혈청P=0.01)

반응성 단백치도 유의하게 낮아졌다 고 보고하였다C (P=0.02)

내과 교수와 교수는 간이 섬유화되는 간경변7. UCSD Martina Buck Mario Chojkier
이나 지방간 그리고 섬유화가 관여하는 폐섬유증 강피증 화상에 의한 반흔 등은, ,
회복될 수 있다는 결과를 에 발표했다PLoS ONE (2007; 2: e1372) .　
섬유화를 회복시키는데는 이러한 병태에서 나타나는 의 과잉축적을 없애는collagen
것이 열쇠인데 마우스 의 활성을 억제시키자 섬유RSK (Ribosomal S-6 Kinase)
화의 진행이 차단됐을 뿐만 아니라 이미 손상된 세포도 복구시킬 수 있음을 확인

했다 이번 연구에는 과음하는 사람의 간경변에서 나타나는 간 손상과 유사한 상.
태를 만들기 위해 약물을 이용해 중증 간장애를 유발시킨 마우스를 이용했다는 보

고를 하고 있으며 위와 같이 다양한 간 보호연구에 매진하고 있다.
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