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연구의

목적 및 내용

본 과제는 생물반응기 시스템을 활용하여 본 연구팀에 의해 식

품원료로 기인정 된 산삼부정근과 천연 식의약원료로 유망한 에

키네시아와 센텔라아시아티카의 고기능성 원료 대량생산체계를

구축하고, 비임상과 임상을 통해 식․의약원료로서의 안전성을 확

보하여 최종적으로 식물기반 기능성 의약품 소재의 개발 및 제품

화를 통한 산업화를 하고자 함

□ Pilot-scale 생물반응기를 이용한 고기능성 식물 식․의약원

료 대량생산

기술개발

○ 식·의약 원료용 고기능성 세포주 개발

○ 기능성 물질 함량증진 기술 개발

○ 고기능성 원료의 대량, 고품질 생산조건 최적화

○ 생물공정 제어를 통한 고기능성 원료의 생산공정 최적화

○ Pilot-scale 생산시스템 이용 고기능성 식․의약원료 바이오매

스 대량생산

□ 고기능성 식물 식․의약원료의 효능 및 안전성 평가

○ 생산원료의 독성시험 및 효능평가

□ 생물반응기 생산 고기능성 식물 식․의약원료의 산업화

○ 원료 식·의약 원료용 소재 평가

연구개발성과

○ 본 연구에서는 산삼배양근과 에키네시아, 센텔라아시아티카의 부

정근 생물반응기 배양 조건을 최적화하고 체계적 생산 시스템을

확립하였음. 기능성물질 함량 증진 및 Pilot-scale 생산시스템에

서 유효성분 고함유 바이오메스 대량생산을 위해 생물반응기 형

태에 따른 바이오메스를 조사한 결과 Ballon타입이 Drum type에

비해 산삼부정근과 센텔라아시아티카 모두에서 생산량이 높아 대

량생산에 적합함을 확인하였으며, 센텔라아시아티카의 기능성물

질 증진을 기능성 부정근라인 선발을 하였으며, 최적의 배양 조

건 확립하였음. 또한 센텔라아시아티카 부정근과 야생 병풀식물

체의 특이적 기능성물질 함량 비교시 부정근에서 더 높음을 확인

하였음. 또한 센텔라아시아티카 부정근의 특이성분을 발굴 및 구

조를 구명하였으며, 항염 및 면역증강 효능을 확인하였음.

○ 또한 산삼배양근의 표준화와 생산공정을 개발하였으며

<요약문>
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Ginsenoside Rg3, Rh1, RG5, Compound K의 동시분석법을 개발

하여 이를 통해 함량기준을 제시하였고 품질관리법이 개발되었

음. 센텔라아시아티카 부정근을 이용하여 in vitro시험을 수행하

여 항염증 효과가 우수함을 확인하였으며, 유효 및 지표성분 추

줄조건을 확립하였음.

○ 그리고 산업화를 위하여 산삼배양근 유효성분의 독성평가를 위

해 설치류에 경구 투여하였을 때 산삼배양근추출물농축액의 무독

성량은 암수 모두 300mg/kg/day로 판단되었음. 또한 건강기능식

품 소재 개발을 위해 지표성분으로 Rg3, Rg5, Rk1을 선정 및 기

준을 설정하였으며, HPLC이용 지표성분 분석법을 확립하였음.

센텔라아시아티카 식물체와 배양근의 크로마토그램을 비교분석하

여 식물체와 달리 배양근에서 특이적으로 나타나는 성분을 확인

하여 이를 지표성분으로 활용할 계획임

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

○ BT 기반 식물세포배양을 통해 국제적으로 고부가가치 산물인

천연물을 생산하는 분야에서 우리나라는 세계적 수준 특수 기반

기술을 원천기술화

○ 글로벌 요구 규격에 적합한 품질 관리, 효율성 제고 공정 기술

개발

○ 기능성식물 원료의 안전성/안정성 확보 및 품질 제고

○ 연중 계획생산이 가능한 생물반응기 시스템에서의 대량생산 기

술, 환경조절 기술개발 완료

○ 식물세포 및 기관 배양을 통한 향후 보건의료분야에 사용될 의

약원료 생산 산업을 독보적으로 확립해 나갈 것으로 기대

국문핵심어

(5개 이내)
생물반응기 약용식물 기능성 물질 바이오매스 생물공정

영문핵심어

(5개 이내)
Bioreactor

Medicinal

crop

Functional

substances
Biomass

Biological

process

※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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1장. 연구개발과제의 개요

1절. 연구개발 목적

◯ 본 과제에서는 기 구축된 생물반응기 시스템을 활용하여 식품원료로 인정(2003년 4월)

된 산삼부정근(혈행개선)과 천연 의약원료로 유망한 에키네시아(면역증강)의 고기능성

의약원료 대량생산체계를 구축 하고자 함

◯ 이를 이용하여 효능 및 독성시험을 통해 의약원료로서의 안전성을 확보를 통해 최종적

으로 안정적이고 규격화 된 식물원료 기능성 의약품을 개발, 신규 등록하는 것을 목표

로 함

2절. 연구개발의 필요성

1. 식물을 이용한 의약품 및 기능성 원료개발 관련 연구분야 및 시장 확대 잠재성 증가

가. 기본적으로 자연계에 존재하는 식물체는 무한한 자원의 보고이며 인류에게 식량자원이

될 뿐만 아니라 향료, 의약품, 색소들의 원료로 사용가치가 매우 높음

(1) 순수한 식물유래 의약품관련 세계시장은 1997년에 226억불에 달하였고, 해마다 15～

20% 이상 증가하고 있음

(2) 미국의 경우 공공기관 조사 결과 1991년 식물의약품 이용률이 3%에서 1998년 37%,

2005년 52%로 크게 증가하였고 FDA가 승인한 120여종의 의약품에 대한 시장 규모만
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도 약 10조 달러에 이름. 또한 미국시장의 식물 의약품 판매도도 매년 10억불씩 급상

승하고 있음

(3) 2010년 기능성 식품의 세계시장은 800억 달러 규모로, 미국이 3,000만 달러로 세계 최

대의 시장이고 그 뒤를 일본 2,000만 달러, 유럽 1,500만 달러에 이름

나. 실제로 사용되고 있는 의약품의 25% 이상이 식물에서 유래된 물질이나 현재까지 의약

품, 화장품 등의 개발용도로 연구가 진행 중인 식물 종은 전체 30만종의 식물체 중 5,000

여종에 지나지 않음

다. 이에 따라 대부분의 식물 종에서 아직까지 유효성분을 탐색하는 연구가 계속되고 있어

서, 식물은 다음 세기에도 신약개발을 위한 화학적 모델이 될 뿐 아니라 새로운 천연산

물을 공급하는 원료로 각광받고 있음

[그림] 식의약품 원료로 이용되는 식물유래 천연자원

라. 세계적으로 식물유래 기능성 식품, 치료제 등 제품 응용범위의 확대로 농림업이 점차 식

품, 제약산업 등과 융복합화 되는 추세임

(1) 신종플루 치료제인 타미플루 : 중국 자생식물인 ‘스타아니스(팔각나무)’ 종자에서 성분을

추출한 신약

(2) 버드나무의 salicin으로부터 해열진통제인 aspirin, 엉겅퀴에서 간기능 개선제(silymarin),

은행잎에서 혈액순환 개선제(ginko-flavonoid), 개똥쑥으로부터 말라리아 치료제

(artemisinin) 개발 등
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[표] 식물 유래 의약품과 그 가치

생산물 이 용 식물명 가격(kg당 US$)

Ajmalicine Artemisinin

Ajmaline

Acinitine

Berberine

Camptothecin

Capsaicin

Castanospermine

Codeine

Colchicine

Digoxin

Diosgenin

Ellipticine

Emetine

Forskolin

Ginsenosides

Morphine

Podophyllotoxin

Quinine

Sanguinarine

Shikonin

Taxol

Vincristine

Vinblastine

항고혈압제

항말라리아제

–

–

장염억제

항종양제

유도자극제

배당체억제제

진정제

항종양제

강심제

스테로이드성 전구체

항종양제

–

기관지천식

강장제

진정제

항종양제

항말라리아제

항피로제

항바이러스제

항암제

항백혈병제

항백혈병제

Cath. roseus

Artemisia annua

Ra. serpentina

Acotinum spp.

C. japonica

Camptotheca acuminata

Ca. frutescens

Castanospermum australe

P. somniferum

Colchium autumnale

Di. lanata

Dioscorea deltoidea

Orchrosia elliptica

Cephaclis ipecaccuanha

Coleus forskolii

Panax ginseng

P. somniferum

Podophyllum petalum

Cinchon. ledgeriana

Sanguinaria canadensis

L. erythrorhizon

Taxus brevifolia

Cath. roseus

Cath. roseus

37,000

400

75,000

n/a

3,250

432,000

750

n/a

17,000

35,000

3,000

1,000

240,000

1,500

n/a

n/a

340,000

n/a

500

4,800

4,500

600,000

2,000,000

1,000,000

n/a: not available. (Ravishankar와 Ramachandra Rao, 2000)

2. 나고야 의정서와 품종보호권 확대로 세계 각국은 유전자원의 확보, 보호 및 활용을

위한 경쟁 치열

가. 국제식물신품종보호연맹(UPOV) 가입으로 품종보호권 설정 품종에 대한 로열티 지급 의

무 발생 및 품종보호권 설정 품종 급증

(1) 품종보호 대상작물 종 수: (‘98) 27 → (’02) 113 → (‘08) 223

나. 이에 유전자원에 대한 규제 및 활용을 위한 국가 간 경쟁이 심화되고 있으며, 국내외 자

생식물 유전자원 확보에 따른 종 다양성 증가 및 산업화 기반을 위한 임산자원 특성 연

구 활용기반 구축이 절실히 요구되고 있음

다. 우리나라는 지형․지질․기후가 다양하여 온대지역 국가 중 상대적으로 식물종이 풍부한

나라이며, 선점한 유전자원에 대한 변이 특성 분석을 통한 유용자원의 발굴 용이

(1) 국내식물자원: 8,896종(자생식물 8458, 외래식물 438)

(2) 자생식물자원: 8,458종(목본 1,178, 초본 2,980, 선태식물 등 4,300)
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라. 국내 약용식물의 생산농가 및 생산면적은 감소추세이나, 재배기술 발달로 생산량은 오히

려 증가추세

(1) 생산자(면적): (‘04) 38천호(12천 ha) → (’06) 35천호(11천 ha)

(2) 생산량(생산액): (‘04) 45천톤(4,051억원) →(’06) 57천톤(5,635억원)

마. 국내 약용 및 식용식물은 2,104종류(약용 1,253, 식용 851)로 풍부

(1) 약용식물은 한약재뿐만 아니라 식용으로 이용되고 있으며, 일부는 건강 기능식품 또는

지역 특산식품으로 산업화

(2) 국내생산 한약재 119종 중에서 67종은 약용보다 식품으로 주로 이용

(3) 약용식물(한약재) 제조업체의 생산규모는 현재 약 2조원으로 2010년에는 3조원으로 확

대될 것으로 전망

※ 한약․한약제재 33%, 기능성식품․음료 42%, 한방화장품 24%

[그림] 식물 기능성원료 이용 현황 및 약용식물 산삼과 에키네시아

3. 생물반응기(Bioreactor) 시스템

가. 생물반응기 시스템의 장점

(1) 생물반응기는 통제된 시설내에서 빛, 온도, 습도, 양액, 대기가스 농도 등의 재배완경을

인공적으로 제어하여 계절이나 날씨에 관계없이 식물세포 및 조직을 공산품처럼 연속

생산하는 첨단 식물생명공학 기술의 한 형태 임

(2) 생물반응기는 광의의 개념에서 식물이 자라는 환경을 인공적으로 컨트롤하면서 한정된
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면적(시설내, 혹은 시스템)에서 최고의 생산성을 낼 수 있다는 점에서 미래의 식물원료

생산의 방안으로 주목 받고 있음

(3) 이러한 BT 세포공학적 기술을 이용하여 고부가가치 약용식물의 세포 및 조직을 온도,

양액 등을 무균적으로 컨트롤 환경하에서 대량생산하는 BT 기반의 식물세포공장

(Pilot-scale plant cell factory)인 생물반응기(Bioreactor)'는 1990년대 후반 우리나

라에 도입되어 미국, 일본, 우리나라 등지에서 현재까지 고부가 식물 원료생산을 위해

꾸준한 연구와 산업적 적용이 이루어져 와서 유용한 기능성 식의약 원료생산의 경제적

이며 미래 지향적인 새로운 대안이 되고 있음

4. ‘BT 기반 생물반응기’를 이용한 고부가 기능성원료 대량생산 시스템 개발

가. 식물자원의 경우 첨단 생명공학기술을 활용한 지속적인 R&D 노력으로 고부가 창출이

가능한 사례가 다수임

(1) 독일은 은행나무의 ginkgo-flavonoid 성분을 이용한 혈액순환장애 치료제 개발로 연간

20억불(약 2조 4천억 원) 이상의 매출액 실현

나. 약용식물 중 고부가 기능성종들이 많으나 야외에서 노지 재배시 생장이 더디고 수확까지

오랜 기간이 소요되고 재배지도 한정되어 있어 식물체에서 유용한 물질을 추출하여 상업

화하는 데에는 여러 가지 제약이 따르고 있음

다. 또한 토지재배를 통해 원료를 취하는 고부가 식약용 식물의 경우 기상요건을 포함하는

환경적 요인, 재배, 수확 및 추출을 포함한 생산 경제적 요건, 국가 간 이해관계 등의 요

인에 좌우되지 않고 안정적으로 이용하기 위해서는 새로운 생산방법이 요구됨

라. BT 기술요소 중 ‘Pilot-scale 생물반응기’를 이용한 기능성 원료의 대량생산 기술을

개발함으로서 이러한 고부가 특용임산자원의 세포, 부정근을 대량배양한 후 이로부터 고

부가성 유용성분을 대량생산하는 시스템이 필요함

마. 본 연구팀은 1998년부터 약용식물세포배양 및 원예작물의 종묘생산 등의 목적으로 생물
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반응기 시스템 연구를 시작하여 2000년대에는 활발히 약용식물 생물반응기 배양 연구하

여 이에대한 원천기술을 확보하고 있으며, 현재 2.5톤 규모의 pilot-scale 생물반응기

를 구축하여 연구개발에 임하고 있음

[표] 식물 세포/기관배양으로부터 생산된 식품 첨가물

생산물 대상 식물명 참고자료

색소

Anthocyanins

Betalaines

Crocin

Crocetins

Carotenoids Anthraquinones

Naphthoquinones

향기성분

Vanillin

Garlic

Onion

Basmati

감귤향

코코아향

매운 맛나는 식품첨가물

Capsaicin

감미료

Stevioside

Glycyrrhizin

Thaumatin

V. vinifera

Euphorbia spp

D. carota

Pe. Frutescens

B. vulgaris

Cheno. Rubrum

Crocus sativus

Gardenia jasminoides

Lycopersicon esculentum

M. citrifolia

L. erythrorhizon

Va. planifolia

Allium sativum

Allium cepa

Oryza sativa

Citrus spp.

Theobromo cacao

Ca. frutescens

Ca. annuum

Stevia rebaudiana

Glycyrrhiza glabra

Thaumatococcus danielli

Pepin 등(1995)

Yamamoto 등(1982)

Rajendran 등(1994)

Zhong와 Yoshida(1995)

Klebnikov 등(1995)

Berlin 등(1986)

Sujata 등(1990)

George와 Ravishankar(1995)

Fosket와 Radin(1983)

Kieran 등(1993)

Sim과 Chang (1993)

Dornenburg와 Knorr(1996)

Ohsumi 등(1993)

Collin과 Masker(1988)

Suvarnalatha 등(1994)

Cresswell(1990)

Townsley(1972)

Lindsey와 Yeoman (1984)

Johnson 등(1990)

Swanson 등(1992)

Hayashi 등(1988)

van der Wel과 Ledeboer(1989)

바. 현재 국내 식의약 제품의 글로벌 진출을 위해서는 글로벌 요구 규격에 적합한 품질 관

리, 효율성 제고 공정 기술 개발이 필요하고 이를 위해 기능성식물 원료의 안전성/안정

성 확보, 품질 제고 및 연중 계획생산이 가능한 생물반응기 시스템에서의 대량생산 기술,

환경조절기술 개발이 요구 됨

사. 주로 자연상태에서 원료를 취하는 고부가 식약용식물의 경우 기상요건을 포함하는 환경

적 요인, 재배, 수확 및 추출을 포함한 생산 경제적 요건, 국가 간 이해관계 등의 요인에

좌우되지 않고 안정적으로 이용하기 위해서는 새로운 생산방법이 요구됨

아. BT 기술요소 중 ‘Pilot-scale 생물반응기 이용 기능성 원료의 대량생산 기술’을 개발

함으로서 이러한 고부가 약용자원의 세포, 부정근을 대량배양한 후 이로부터 고부가성
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유용성분을 대량생산하여 안정적으로 규격화된 고품질 의약품을 생산하기 위해서는 고부

가 의약원료의 대량생산 공정시스템 개발이 절실히 필요함

자. 식물세포나 기관을 배양하여 고부가가치 산물인 천연물을 생산하는 분야에서 우리나라는

세계적 수준의 특수 기반기술을 확보하고 있다고 할 수 있음. 이후 식물의 세포나 기관

을 배양하여 향후 여러 보건의료분야에 사용될 의약물질을 생산하는 산업을 독보적으로

확립해 나갈 것으로 생각되며 이미 이러한 기술은 세계적 수준으로 인정받고 있음

[표] 생물반응기에서 식물세포 및 기관배양을 통한 유용물질 대량생산 및 산업화

개발자 대상물질 및 식물 사용 (년도) 방법

미쓰이
Shikonin(Lithospermum

rythrorhizon)
화장품 (1983) 저분자물질

석유화학 

Berberine(Coptis japonica) 색소 저분자물질

Purpurin(Rubia akane) 색소 저분자물질

Catharanthine(Catharanthus roses) 의약품 저분자물질

택솔(주목나무) 의약품 저분자물질

Nitto Denko 인삼(세포배양) 건강식품(1999) 추출물

Kao 다당체(Polianthes tuberosa) 화장품(1994) 저분자물질

Kibun Kinobeon A(Carthamus tinctorius) 의약품(2000) 저분자물질

삼양제넥스 택솔(주목나무) 의약품(2000) 저분자물질

생명공학연구원 Peroxidase(Ipomoea batatus) 진단시약 (2002) 효소

CBN바이오텍 산삼 등 (부정근배양)
건강식품, 화장품

(2002)
추출물

마이크로 프란츠 가시오갈피 (체세포 배) 식품 분말, 추출물 

[표] 국내외 식물 기능성원료 시장규모 및 수출입 현황

년도 2008년 2012년 2014년

세계 시장 규모 831억불 1045억불 1145억불

한국 시장 규모 11,783억원 15,000억원 17,000억원

년도 2006년 2007년 2008년

수출 규모 2860억원 3432억원 4004억원

수입 규모 1760억원 5500억원 2464억원

산업연구원: 생물, 의약산업의 발전 전략(2006)
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5. 고기능성 식물 의약원료로서의 산삼, 에키네시아, 병풀

가. 산삼(Mountain ginseng)

(1) 약용식물 중 산삼은 자연상태에서 희귀하고 고가라는 이유로 의약원료로서의

대량생산에 대한 체계적인 연구가 미비한 실정이나 최근 충북대

첨단원예기술개발연구센터에서 식물 세포․조직배양기술을 이용해 원료의 대량생산

공정이 개발되었음

(2) 본 연구진은 선행연구를 통해 200년 된 산삼으로부터 BT 기술을 이용하여 산삼

형성층으로부터 뿌리원기를 유도하고 이로부터 부정근을 유도, 증식하여 현재 다양한

라인을 기확보하고 있음. 또한 재배삼, 홍삼 등과 여러 효능효과를 분석한 결과 다양한

면에서 항산화 및 항당뇨, 함암, 성기능개선 등 다양한 면에서 우수한 약효능을

나타내었음
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[그림] 배삼, 산삼 및 산삼배양근의 사포닌 크로마토그램

(A : 재배삼, B : 산삼, C, : 산삼배양근 : 특이 사포닌 피크)

(3) 본 연구팀은 2003년 식약처에서 산삼배양근에 대한 식품원료로 허가를 받은 바 있음

(4) 에키네시아도 본 연구에서 세포독성 등 안전성 분석이 완료한 후 대량으로 생산시스템

이 개발 된다면 부작용이 없는 기능성 식의약품을 개발 가능할 것임
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[그림] 본 연구팀의 생물반응기로부터 산삼 부정근의 대량생산 공정

나. 에키네시아(Echinesia)

(1) 에키네시아(Echinacea, 국화과)는 북미 원산인 다년생 약용식물임. 약용 에키네시아에

속하는 종은 E. purpurea, E. angustifolia, 그리고 E. pallida 등 3종임

(2) 에키네시아의 북아메리카 등지에서 약용으로 원주민들에 의해 오래전부터 이용되어 왔

고, 최근에는 에키네시아의 의약적 가치가 인정되어 각국에서 뿌리, 근경, 잎, 꽃과 종

자 등을 이용한 의약제품 및 건강 기능성 제품 등이 출시되고 있음

(3) 에키네시아의 효능은 주로 면역체계에 있으며 주요하게 항산화, 항바이러스 등에 그 효

능이 인정되었으며 호흡기관과 비뇨기 계통에도 탁월한 효능이 있는 것으로 알려져 있

음

(4) 본 연구팀은 BT 기술을 이용해 이러한 고기능성 에키네시아로부터 산삼과 같은 부정

근(adventitious root)을 이러한 시스템을 이용하여 약용성분이 다량 함유 된 고기능성

에키네시아(Echinacea)의 대량생산 공정을 확립하고자 함
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1. 1차년도

가. 개발 목표 : 생물반응기를 이용한 고기능성 식물 바이오소재 대량증식

(1) 산삼 배양근

(가) 고기능성 부정근 라인(line) 선발 및 기능성물질 함량 증진 기술개발

① 고기능성 부정근 라인 선발 및 생장조건 구명

② 기능성 물질함량 축적을 위한 배양조건 구명

③ 특이적 기능성물질 함량 증진

④ 산삼 부정근 : ginsenosides (triol, diol, D/T 등) 30% 증진

(나) 산삼 부정근의 특이성분 분리

(다) 산삼부정근 추출물의 HPLC 크로마토그램을 이용한 특이성분 검색

(라) 용매 분배를 이용한 분획 및 분획의 HPLC 패턴 분석

(마) Silica gel, Sephadex LH 등 다양한 컬럼크로마토그래피와 메탄올, 클로로포름, 에틸

아세테이트 등 용매를 이용한 특이성분의 분리 및 정제

(바) NMR IR, MS등 분광학적 분석방법을 이용한 특이성분의 구조규명

(사) 산삼 배양근의 혈행개선(및 혈당조절)효능평가

(아) 기능성 원료 평가

① 이화학적 시험 규격 설정

[그림] 국외 에키네시아를 원료로 한 기능성 의약제품들

(5) 산삼배양근과 에키네시아 배양근과 같은 고기능성 식물 원료의 특화된 수확 후 처리,

가공 및 추출 공정개발 등 생산 이후 제품화를 위한 산업화 통합공정 개발이 필요함

3절. 연구개발 범위
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(2) 에키네시아 배양근

(가) 기능성 바이오소재 개발

① 고기능성 부정근 라인(line) 선발 및 생장조건 구명

② 기능성 물질함량 축적을 위한 배양조건 구명

③ 특이적 기능성물질 함량 증진

④ 에키네시아 부정근 : caffeic acid 유도체 5종 등 20% 증진

(나) 에키네시아 배양근의 유효성분 분리

(다) 에키네시아 배양근의 면역효능평가 및 유효(지표)성분의 분리, 분석

(라) 기능성 바이오소재 평가

① 이화학적 시험 규격 설정

2. 2차년도

가. 개발 목표 : Pilot-scale 대용량 생물반응기를 이용한 고기능성 식물 바이오소재 대량생

산 시스템 구축

(1) 산삼 배양근

(가) 고기능성 원료의 대량·고품질 생산 조건 최적화

① 생물반응기 시스템을 이용한 고기능성 식물원료 생산공정 최적화

② 생물공정 제어를 통한 고기능성 원료의 생산수율 증진

③ Pilot-scale 생산시스템에서 기능성 원료 고함유 바이오메스 대량생산

(나) 산삼배양근의 특이성분 구조 구명 및 함량분석

① 미량성분에 대한 추가 성분 분리

② 지표성분에 대한 추가 확보

③ 미량성분의 구조 분석

④ 추출물 중의 주성분 함량분석

(다) 산삼 배양근의 혈행개선(및 혈당조절)효능평가

(라) 기능성 원료 평가

① 이화학적 시험 규격 설정

(2) 에키네시아 배양근

(가) 고기능성 원료의 대량·고품질 생산 조건 최적화

① 생물반응기 시스템을 이용한 고기능성 식물원료 생산공정 최적화

② 생물공정 제어를 통한 고기능성 원료의 생산수율 증진

③ Pilot-scale 생산시스템에서 기능성 원료 고함유 바이오메스 대량생산

(나) 에키네시아 배양근 특이성분 분리

(다) 에키네시아 배양근의 면역효능평가 및 유효(지표)성분의 분리, 분석

(라) 생산 배양근의 세포독성 시험

① 에키네시아 배양근의 급성독성(반복독성) 분석



- 18 -

3. 3차년도

가. 개발 목표 : 고기능성 식물 바이오소재의 효능 및 안전성 평가

(1) 산삼 배양근

(가) 고기능성 원료의 대량·고품질 생산 조건 최적화

① Pilot-scale 생산시스템에서 기능성 원료 고함유 바이오메스 대량생산

② 생물반응기 생산공정의 경제성 분석

(나) 산삼 배양근의 혈행개선(및 혈당조절)효능평가

(다) 원료 의약품 평가

① 이화학적 시험 규격 설정

② 기준 및 시험법 확립(QC/QA)

(라) 기능성 임상시험

① 임상시험 계획서 작성(KFDA, CRO, 임상시험기관)

(2) 센텔라아시아티카 배양근

(가) 기능성 바이오소재 개발

① 고기능성 부정근 라인(line) 선발 및 생장조건 구명

② 기능성 물질함량 축적을 위한 배양조건 구명

③ 특이적 기능성물질 함량 증진

(나) 고기능성 원료의 대량·고품질 생산 조건 최적화

① 생물반응기 시스템을 이용한 고기능성 식물원료 생산공정 최적화

② 생물공정 제어를 통한 고기능성 원료의 생산수율 증진

③ Pilot-scale 생산시스템에서 기능성 원료 고함유 바이오메스 대량생산

(다) 센텔라아시아티카 특이성분 구조 규명 및 유효성분 함량 비교

① 센텔라시아티카 특이성분 추출조건 비교

② 센텔라시아티카 특이성분 효능 규명

③ 배양근 유효성분 분석법 개발

④ 배양근 유효성분 함량 분석

4. 4차년도

가. 개발 목표 : 고기능성 식물 의약원료화 및 산업화 기반 구축

(1) 산삼 배양근

(가) 고기능성 원료의 대량·고품질 생산 조건 최적화

① Pilot-scale 생산시스템에서 기능성 원료 고함유 바이오메스 대량생산

② 생물반응기형 생산공정의 경제성 분석

(나) 원료 의약품 평가

① 기준 및 시험법 확립(QC/QA)

(다) 기능성 임상시험

① IRB 신청 및 승인
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(2) 센텔라아시아티카 배양근

(가) 기능성 바이오소재 개발

(나) 고기능성 원료의 대량·고품질 생산 조건 최적화

① 생물공정 제어를 통한 고기능성 원료의 생산수율 증진

② Pilot-scale 생산시스템에서 기능성 원료 고함유 바이오메스 대량생산

(다) 병풀 부정근 추출물의 피부적용을 위한 생리활성 평가

(라) 센텔라아시아티카 조직배양체 관련 제품 출시
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2장. 연구수행 내용 및 결과

1절. 제1세부: Pilot-scale 생물반응기를 이용한 식물 식의약 원료

대량생산 시스템 개발 (충북대학교, 주관)

1. 산삼 배양근

가. 기능성 부정근 라인(line) 선발 및 기능성물질 증진 기술개발

(1) 고기능성 부정근 라인 선발 및 생장조건 구명

(가) 기 유도된 산삼 및 화기삼 부정근 및 세포 라인 생장 비교

① 식물재료 : 산삼 및 화기삼의 부정근, 세포

Line name Scientific name Explant type

화기삼 (AM) Panax quinquefolius Adventitous root, Cell

백두산삼 (BDS) Panax ginseng Adventitous root, Cell

청솔산삼 (CS) Panax ginseng Adventitous root, Cell

CBN 산삼 (CBN) Panax ginseng Adventitous root, Cell

② 배지조성 (기 선발된 배지조성 이용)

㉮ 부정근 배지조성 : 3/4 MS, 5 mg/L IBA, 50 g/L sucrose, pH 5.7 ~ 5.8

㉯ 세포 배지조성 : MS, 1 mg/L 2,4-D, 40g/L sucrose, pH 5.7 ~ 5.8

③ 배양 스케일 : 100ml의 배지가 첨가된 300ml 삼각플라스크

④ 선행연구에서 보고된 부정근 및 세포배양의 장ㆍ단점
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⑤ 바이오매스 조사결과

㉮ 모든 산삼 및 화기삼 세포라인의 생체중과 건물중이 부정근라인에 비해 유의적으로

1.4~2배 높았음.

㉯ 그러나 건물율(%)의 경우, 모든 부정근라인에서 2~4% 높은 것으로 나타남.

(건물율 ＝ (건물중÷생체중)×100)

㉰ 바이오매스 생산효율 면에서 모든 부정근 라인의 생산성이 높았음. 따라서 부정근 시

스템에서의 바이오매스 생산이 효율적일 것이라 생각됨.

[그림] 산삼 및 화기삼 부정근과 세포의 4주 배양 후 생체중과 건물중
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[그림] 산삼 및 화기삼 부정근과 세포의 4주 배양 후 건물율

[그림] 산삼 및 화기삼 부정근과 세포의 4주 배양 후 모습

A.E; AM line, B,F; BDS line, C,G; CS line, D,H; CBN line

⑥ DNA 함량, 세포분열기 분석방법

㉮ 분석기기 : PA flow cytometry (Partec)

㉯ DNA 추출 버퍼

․ 버퍼 1 : Nuclei Extraction Buffer

․ 버퍼 2 : Staining Buffer

㉰ 내부 표준품 : 페튜니아(2배체)

㉱ 분석결과

․ 모든 부정근라인이 4배체로서(85~92) 안정적인 DNA 함량을 나타남.

․ 그러나 세포라인은 6~8배체로(118~164) 부정근 라인에 비해 불안정적이었음.

․ 세포분열기 분석 결과, 모든 세포라인의 G2+M기 비율이 5.7~15.4%로 부정근 라인
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(1.3~2.0%)에 비해 높아 빠른 분열능을 가지고 있음을 확인함.

[표] Flow cytometry를 이용한 산삼과 화기삼 부정근 및 세포 라인의 DNA 함량

Line Type DNA mean value CV (%)
AM Cell 121.75 ± 1.80 4.20 ± 0.54

A. root 87.25 ± 0.48 2.72 ± 0.13
BDS Cell 118.71 ± 1.81 3.27 ± 0.20

A. root 92.52 ± 0.93 2.84 ± 0.13

CS Cell 164.21 ± 1.85 3.13 ± 0.46
A. root 87.93 ± 1.15 2.41 ± 0.11

CBN Cell 122.68 ± 1.18 3.17 ± 0.22
A. root 85.33 ± 1.04 2.65 ± 0.43

[그림] 산삼과 화기삼 부정근 및 세포라인의 세포분열기 분석

(나) 기 유도된 산삼 및 화기삼 부정근 및 세포 라인 사포닌 계 진세노사이드 함량분석

① 분석방법

㉮ 총 사포닌 함량 : vanillin-sulfuric acid colormetric method (spectrophotometer, 540

nm)

㉯ 진세노사이드 함량 분석 : HPLC system (Waters 2695 module, 2996 detector)

㉰ 진세노사이드 표준품 : Rg1, Re, Rf, Rb1, Rg2, Rc, Rb2, Rb3, Rd, Rg3, Rh2 (11가

지)

㉱ 함량 및 생산량 계산법

․ 진세노사이드 함량(mg/g DW)

＝추출샘플건물중
분석함량 ×추출용매 부피

․ 진세노사이드 생산량(mg/L)

＝샘플총배지부피
진세노사이드함량 ×샘플총건물중
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② 분석결과

㉮ 총 사포닌 함량은 부정근 라인에서 8.14~10.48 mg/g DW, 세포 라인에서 9.50~10.62

mg/g DW 으로 비슷한 경향을 보임.

㉯ 11가지 진세노사이드 함량 분석 결과, 모든 부정근 라인(1.35~3.35 mg/g DW)이 세포

라인(0.65~0.92 mg/g DW)보다 높게 분석되었고 특히 PPD계 Rd 진세노사이드에서

큰 함량 차이를 보임. (부정근; 0.16~1.41 mg/g DW, 세포; 0.14~0.40 mg/g DW)

㉰ 특히 CS 부정근 라인에서의 총 진세노사이드 함량과 생산량이 각각 3.35 mg/g DW,

12.88 mg/L로 가장 높은 함량을 나타내었음.

㉱ 이는 모든 산삼 및 화기삼 라인에서 부정근이 바이오매스, 진세노사이드 생합성에 가

장 효율적인 시스템임을 확인함.
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[그림] 산삼과 화기삼의 총 사포닌 함량

[그림] HPLC 분석 크로마토 그래피

A; 11가지 진세노사이드 표준품, B; CS 세포 라인, C; CS 부정근 라인
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[그림] 산삼과 화기삼의 총 진세노사이드 함량

(2) 기능성 물질함량 축적을 위한 배양조건 구명

(가) 배양기간, pH, EC에 따른 2가지 산삼배양근 라인의 바이오매스 비교

① 식물재료 : 1-yr-old (CS), 20-yr-old (CBN) 산삼 배양근

② 배지조성 및 접종밀도 (기 선발된 배지조성 이용)

③ 배양근 배지조성 : 3/4 MS, 5 mg/L IBA, 50 g/L sucrose, pH 5.7 ~ 5.8

④ 접종밀도 : 5 g/L

㉮ 배양 스케일 및 배양기간 : 2L의 배지가 첨가된 3L 생물반응기에서 8주간 배양

⑤ 배양 결과

㉮ 8주 배양 후, 2가지 라인의 생체중(60~100 g/L), 건물중(4~6 g/L), 건물율(6.3~6.7%)은

유사한 경향을 나타냄.

㉯ 20-yr-old (CBN) 라인은 배양 4~5주차에 빠른 생장을 보이는 S자 생장곡선을 나타

냈고 1-yr-old (CS) 라인은 완만한 S자 생장곡선을 나타냄.

㉰ pH 5.0~5.7 사이의 조건에서 생체중은 양의 상관관계를 보임. (1yr-old; 0.2983,

20-yr-old; 0.8213)

㉱ EC 2.0~5.0 사이의 조건에서 생체중은 음의 상관관계를 보임. (1yr-old; -0.9783,

20-yr-old; -0.9959)
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A; 생체중, B; 건물중, C; 건물율

[그림] 배양기간에 따른 산삼배양근의 생체중, 건물중, 건물율

A; 1-yr-old (CS), B; 20-yr-old (CBN)

[그림] 배양기간에 따른 산삼배양근의 생장율



- 28 -

A; 1-yr-old (CS), B; 20-yr-old (CBN)

[그림] 배양기간에 따른 산삼배양근의 바이오매스

A; 1-yr-old (CS), B; 20-yr-old (CBN)

[그림] pH와 EC에 따른 산삼 배양근의 생체중의 상관관계
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(나) 배양기간에 따른 2가지 산삼배양근 라인의 사포닌계 진세노사이드 함량분석

① 분석방법

㉮ 총 사포닌 함량 : vanillin-sulfuric acid colormetric method (spectrophotometer, 540

nm)

㉯ 진세노사이드 함량 분석 : HPLC system (Waters 2695 module, 2996 detector

․ 진세노사이드 표준품 : Rg1, Re, Rf, Rb1, Rg2, Rc, Rb2, Rb3, Rd, Rg3, Rh2 (11가

지)

② 함량 및 생산량 계산법

㉮ 진세노사이드 함량(mg/g DW)

＝추출샘플건물중
분석함량 ×추출용매 부피

㉯ 진세노사이드 생산량(mg/L)

＝샘플총배지부피
진세노사이드함량 ×샘플총건물중

③ 분석결과

㉮ 배양기간이 경과함에 따른 총 사포닌 함량은 1-yr-old (CS) 라인에서는 점차 증가하

여 8주차(15.20 mg/g DW)에 최대로 보였으나, 20-yr-old (CBN) 라인은 5주차(12.05

mg/g DW)를 최대로 감소하는 경향을 나타냄.

㉯ 배양기간에 따라 1-yr-old (CS) 라인은 6.45~10.38 mg/g DW, 20-yr-old (CBN) 라

인은 1.15~7.93 mg/g DW 의 진세노사이드 함량이 분석되어 1-yr-old 의 함량이 우

수하였음.

㉰ 1~8주차로 경과함에 따라 진세노사이드 생산량은 점차 증가하여 8주차 1-yr-old 의

생산량은 121.5 g/L, 20-yr-old 의 생산량은 68.7 g/L 을 보임.

㉱ 이는 앞서 플라스크 스케일에서의 라인별 진세노사이드 생산량 결과와 유사하며

1-yr-old (CS) 라인이 2차대사산물 생산에 효과적임을 확인함.

[그림] 배양기간에 따른 2가지 산삼배양근 라인의 총 사포닌과 진세노사이드 함량
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[그림] 배양기간에 따른 2가지 산삼배양근 라인의 총 진세노사이드 생산량

(다) 바이오매스와 진세노사이드 함량 증진을 위한 생물학적 엘리시터 처리

① 식물재료 : 콜히친 처리에 의해 유도된 산삼 돌연변이 부정근 (100-1-18)

② 배지조성 (기 선발된 배지조성 이용)

㉮ 부정근 배지조성: 3/4MS, 5mg/L IBA, 50g/L sucrose, pH 5.7 ~ 5.8

③ 배양 스케일: 100ml의 배지가 첨가된 250ml 삼각플라스크

④ 접종밀도: 1g/flask

⑤ 박테리아 엘리시터의 종류

No. Classification Strain No. Strain Name

1

Gram-negative

GS1035 Mesorhizobium huakuiiIAM
14158(T)

2 GS1514 Bradyrhizobium
ganzhouenseRITF806(T)

3 GS3037 Mesorhizobium amorphaeACCC
19665(T)

4 GS336 Mesorhizobium amorphaeACCC
19665(T)

5 EMML538 Azotobacter beijerinckii
6

Gram-positive

CWH-2 Lactobacillus plantarum
7 LKJ-4 Leuc.sp.
8 LHW-1 Bacillus sp.
9 CWJ-1 Bacillussp.

⑥ 바이오매스 조사결과

㉮ 모든 박테리아 엘리시터 처리구가 대조구와 비교하여 생체중과 건물중이 감소하였는

데, GS1035 처리구의 경우 생체중은 약 47%, 건물중은 286% 감소함
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㉯ 건물율은 GS1035, LKJ-4를 제외한 처리구에서 대조구와 비슷한 경향을 보임

㉰ 바이오매스 생산효율 면에서 GS1035와 LKJ-4 처리구의 경우 다른 처리구와 비교하

여 생산성이 낮았음. 따라서 다른 처리구가 바이오매스 생산에 효율적일 것이라 생각

됨

[그림] 산삼 부정근의 엘리시터 처리 5일 후 생체중과 건물중의 변화

[그림] 산삼 부정근의 엘리시터 처리 5일 후 건물율
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[그림] 엘리시터 처리 된 산삼부정근

⑦ 배지 내 pH, EC 변화 분석

㉮ 측정방법 : 처리 5일 후 산삼 부정근 수확 후 배지에 센서를 넣어 측정함

⑧ 분석결과

㉮ 처리 후 배지의 pH 변화를 보았을 때, CWH-2, LKJ-4 처리구에서 각 약 –1, -2.2

의 감소가 나타났는데, 이는 박테리아의 영향으로 생각됨

㉯ 처리 후 배지의 EC 변화를 보았을 때, GS1035, CWH-2, LKJ-4 처리구에서 각 1.3,

0.8, 1.4배 증가한 것으로 나타남

㉰ 기존 배지에서 pH와 EC의 변화는 식물생장에 부정적인 영향을 확인함. 따라서

CWH-2, LKJ-4 처리구의 경우 부정근 생장에 부적합할 것으로 판단됨

[그림] 산삼부정근 엘리시터 처리 후 배지 pH와 EC 변화
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⑨ 산삼 부정근의 엘리시터 처리 후 사포닌계 진세노사이드 함량 분석

㉮ 총 사포닌 함량 : anillin-sulfuric acid colormetric method(spectrophotometer,

540nm)

㉯ 진세노사이드 함량 분석 : HPLC system (Waters 2695 module, 2996 detector)

㉰ 진세노사이드 표준품 : Rg1, Re, Rf, Rb1, Rg2, Rc, Rb2, Rb3, Rd, Rg3, Rh2, CK

(12가지)

⑩ 함량 및 생산량 계산법

㉮ 진세노사이드 함량(mg/g DW)

＝추출샘플건물중
분석함량 ×추출용매 부피

㉯ 진세노사이드 생산량(mg/L)

＝샘플 총 배지부피 
진세노사이드 함량  × 샘플 총 건물중  

⑪ 분석결과

㉮ 총사포닌 함량은 CS1035, CS3037 처리구에서 가장 높은 경향을 보임

㉯ 12가지 진세노사이드 함량 분석 결과 PPD계에서 4개의 처리구에서 대조구와 비교하

여 비슷하거나 높은 경향을 확인함. 특히 GS3037 처리구에서 유의하게 높았음 PPT

계에서 4개의 처리구가 대조구보다 비슷하거나 높은 경향을 확인함. 특히 GS3037 처

리가 가장 높았음

㉰ GS3037 처리가 총 사포닌 함량 PPD계, PPT계 총 진세노사이드 함량이 가장 우수한

것으로 나타남

㉱ 이는 GS3037 처리가 다른 생물학적 엘리시터 처리보다 바이오매스, 사포닌 생합성,

진세노사이드 생합성에 가장 효율적인 엘리시터임을 확인함
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[그림] 산삼부정근 엘리시터 처리 후 총사포닌 함량

[그림] 산삼부정근 엘리시터 처리 후 총 진세노사이드 함량
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A: PPD계, B: PPT계 진세노사이드

[그림] 산삼부정근 엘리시터 처리 후 진세노사이드 함량

[그림] 산삼 부정근의 엘리시터 처리 후 진세노사이드 생산성

(라) 선발된 산삼부정근의 장기저장을 위한 cryopreservation 연구

① 식물재료: 산삼 부정근의 근단
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② 배지조성 및 배양조건(기 선발된 배지 이용)

㉮ 부정근 배지조성: 3/4MS + IBA 5mg/L + sucrose 50g/L + gelrite 2.5g/L, pH 5.7 ~

5.8

㉯ 배양조건: 암조건, 24±1°C

③ 실험결과

㉮ 수크로스 0.3M에서 전처리 후 회복시키는 것이 액체질소에 보존 후 회복시키거 나

바로 회복시키는 두가지 상황 모두 전처리를 하지 않은 것 보다 회복율이 우수함

㉯ 로딩용액에 따른 효과는 C4로딩용액에서 가장 높은 회복율을 확인함

㉰ 유리화 용액의 경우 PVS3-10 용액이 가장 회복율이 높았음. 따라서 수크로스 0.3M

에서 전처리를 실시하고 C4 로딩용액을 사용하며 PVS3-10유리화 용액을 사용하는

것이 초저온 보존 시 가장 우수한 것으로 확인함

A, B: A3용액 처리 후 2개월, D, E: A3용액 처리 후 3개월

C: B5용액 처리 후 1개월, F: B5용액 처리 후 2개월

[그림] 장기저장 후 회복 모습
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[그림] 장기저장시 전처리와 로딩용액이 회복에 미치는 영향

[그림] 장기저장시 유리화용액이 회복에 미치는 영향
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(마) 산삼부정근 근단의 캡슐화에 의한 장기저장

① 식물재료: 산삼 부정근의 근단

② 배지조성 및 배양조건(기 선발된 배지조성 이용)

㉮ 부정근 배지조성: 3/4MS, IBA 5mg/L , sucrose 50g/L, gelrite 2mg/L pH 5.7 ~ 5.8

㉯ 배양조건: 암조건, 24±1°C

㉰ 처리조건

No. Treatment Material Concentr
ation

Temperature 
storage (°C)

Time to 
storage 
(month)

No. of 
bead

1
Encapsula

tion 
matrix

Sodium 
alginate Root tip

3% - 0 60
5% - 0 60

2

Storage 
solution

Free MS 
medium

Root tip

- 24°C 0, 1 ~ 12 720
- 4°C 0, 1 ~ 12 720

3
3rd

sterilized
DW

- 24°C 0, 1 ~ 12 720
- 4°C 0, 1 ~ 12 720

4 Sucrose
Root tip 7% 24°C 0, 1 ~ 12 720

7% 4°C 0, 1 ~ 12 720

Root tip 9% 24°C 0, 1 ~ 12 720
9% 4°C 0, 1 ~ 12 720

5 PEG
Root tip 2% 24°C 0, 1 ~ 12 720

2% 4°C 0, 1 ~ 12 720

Root tip 4% 24°C 0, 1 ~ 12 720
4% 4°C 0, 1 ~ 12 720

6 Explant 
source -

Root tip 0 60
Root cutting 0 60

Callus 0 60
Embryo 0 60

㉱ 보관조건: 4°C 혹은 24°C, 암조건,

㉲ 보관기간 : 0 ~ 12개월

③ 실험 결과

㉮ 캡슐의 발아는 8주간 배양 후 알긴산나트륨 3% 농도에서 가장 우수하였음

㉯ 캡슐의 장기간 보존은 free MS 배지가 멸균수와 비교하여 더 우수한 발아율을 보여

보존용액으로 적합함을 확인함

㉰ 수크로스의 농도는 7%와 9% 모두 비슷한 경향을 보이나 지속적으로 확인 필요할

것으로 판단됨

㉱ 전체적으로 4°C에 저장하는 것이 보존 후 발아율 향상에 25°C에서 저장하는 것보다

긍정적인 효과를 확인함

㉲ PEG처리 시 발아율이 0%인 부정적인 효과를 확인하여 적합하지 않음을 확인함

㉳ 식물체 이용부위에 따른 캡슐의 발아율은 세포가 가장 높았으며 엠브리오, 근단, 부

정근의 경우 비슷한 경향을 확인함. 따라서 세포를 이용하여 4°C에서 수크로스 7%

농도의 저장용액을 사용하는 것이 가장 우수할 것으로 판단됨
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[그림] 산삼부정근 근단 장기저장 후 알긴산나트륨의 농도가 캡슐에서 부정근 발생에 미치는

영향

[그림] 산삼부정근 근단 장기저장 후 알긴산나트륨의 농도가 측근의 수에 미치는 영향
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[표] 산삼부정근 근단 장기저장 후 알긴산나트륨의 농도가

발아 수와 측근의 수에 미치는 영향

 Investigation 
time (week) Treatment

No. of bead 
germination
/20 beads

Bead germination 
rate (%)

No. of lateral 
roots/bead

4
3% 12.67±1.76b 63.33±8.82b 1.20±0.35b

5% 2.00±0.00c 10.00±0.00c 0.03±0.03b

8
3% 19.33±0.33a 96.67±1.67a 2.98±0.87a

5% 11.33±0.88b 56.67±4.41b 0.98±0.25b

C,E : 소듐알지네이트 3% 처리 8주 후 모습, D,F : 소듐알지네이트 5% 처리 8주 후 모습

[그림] 소듐알지네이트 농도가 산삼 부정근의 인공종자

발아율(A), 부정근의 수(B)에 미치는 영향



- 41 -

[그림] 저장 온도가 인공종자 발아율에 미치는 영향

[그림] 산삼부정근 근단 4°C에서 장기저장 후 저장용액이 발아율에 미치는 영향

[그림] 산삼부정근 근단 25°C에서 장기저장 후 저장용액이 발아율에 미치는 영향
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[그림] 산삼부정근 근단 장기저장 후 저장용액과 온도가 캡슐의 발아에 미치는 영향

[그림] 식물체 이용부위가 장기저장 후 캡슐의 발아율에 미치는 영향
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A : 세포 B : 체세포배(somatic embryo), C : 근단 D : 근단 제외 부정근

[그림] 식물체 이용부위가 장기저장 후 캡슐의 발아율에 미치는 영향

(바) 산삼 부정근 배양 35일 후 배양배지에 4 종류의 균 처리시 성장 특성

① 재료 : Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus sanfranciscensis, wild type

Leuconostoc citreum, transgenic Leuconostoc citreum

② 처리 내용

㉮ 처리 농도 : 2% (v/v medium), OD600 1

㉯ 배양규모 : 9mL의 배지가 포함된 1mL 팔콘튜브

③ 조사항목 : OD600값, pH, EC, 배지에 도말 후 생장 조사

④ 실험 결과

㉮ 균은 2일째까지 증식하다가 더 이상 증식하지 않았음

㉯ 산삼부정근 배양용 배지에서 4종류의 균을 배양하는 동안 매일 균 현탁액을 채취하

여 MRS 배지에 배양한 결과 균은 증식하지는 않았지만 살아 이음을 확인하였음

㉰ 본 실험을 통해서 엘리시테이션 기간을 1주일로 하는 것이 적합하다는 것을 확인하

였음

㉱ 배지는 산삼부정근이 배양된 conditioned medium이 가장 최적인 것으로 확인되어 본

실험에서 35일간 배양하고 박테리아를 처리할 경우 아무 문제가 없음을 확인하였음

㉲ 셀로비오즈 처리는 오히려 효과적이지 못했음
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[그림] 4종류의 균처리가 컨디션드 배지의 OD600 값에 미치는 영향

[그림] 4종류의 균처리가 셀로비오스가 포함된 산삼부정근 배지의 OD600 값에 미치는 영향

[그림] 각 처리별 시간에 따른 4가지 종류 균의 생장관찰
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(사) β-glucosidase 생산 균주와 균 처리 농도에 따른 진세노사이드의 bioconversion 효과

① 재료 : 청솔 line 산삼 부정근, Lactobacillus rhamnosusGG, Lactobacillus

sanfranciscensis, Leuconostoc citreum

② 처리 방법

㉮ 처리농도 : OD600 = 1, 0.02(20 μL/ 100 mL medium), 0.2%(200 μL/ 100 mL

medium) (v/v)

㉯ 처리시기 : 수확 1주일 전

㉰ 배양밀도 : Bioreactor에서 30일간 배양된 부정근 7 g/ 100 ml

㉱ 배양 규모 : 100mL 산삼부정근 배지가 포함된 배양통 (3/4MS+IBA

5mg·L-1+sucrose 5%, pH 5.8)

[표] 농도가 다른 3종류 균 처리

③ 조사항목

㉮ 생육조사 : 생체중, 건물중, 건물율

㉯ 배지조사 : pH, EC 측정

㉰ 스트레스지표 : Malondialdehyde(MDA), Catalase(CAT), Peroxidase(POD)

㉱ 분석 : β-glucosidase, 총 사포닌 함량

㉲ HPLC 분석 : 진세노사이드 함량

④ 실험 결과

㉮ 생육조사에서 생체중과 건물중 간에는 유의한 차이가 나타나지 않음

㉯ 건물량은 Lc 0.2%(v/v)처리에서 가장 높았음(12.3%)

㉰ 배지조사에서 EC는 모든 처리구에서 서서히 감소하였으며, pH는 2일까지 증가한다

음 감소함

㉱ 총 사포닌 함량은 모든 처리구에서 대조구보다 높았으며, 특히 0.2%처리(35.2mg·g-1

DW)에서 가장 높았음



- 46 -

㉲ MDA분석에서 Lc 처리구를 제외한 다른 처리구는 1일까지 소폭 감소하였다가 증가

하는 경향이 나타남

㉳ CAT분석에서 모든 처리구에서 0.5일까지 감소하였다가 1일에 증가하고 감소하는 경

향을 보임

[표] 균과 산삼부정근 공동배양이 생장에 미치는 영향

[그림] 균과 산삼부정근 공동배양이 EC와 pH에 미치는 영향
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[그림] 3가지 균과 산삼부정근 공동배양이 MDA에 미치는 영향

[그림] 3가지 균과 산삼부정근 공동배양이 CAT와 POD에 미치는 영향

[그림] 균과 산삼부정근 공동배양이 총 사포닌 함량에 미치는 영향
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(3) 특이적 기능성물질 함량 증진 (ginsenoside (triol, diol, D/T 등) 30% 증진)

(가) 콜히친 처리를 통한 산삼배양근의 배수체 라인 유도

① 식물재료 : 1-yr-old (CS) 라인 산삼배양근

② 배수체 유도를 위한 콜히친 처리 농도 및 시간

: 0, 100, 200, 300 mg/L / 1, 2, 3 days

③ 배수체 유도 결과

㉮ 콜히친 처리된 초기의 배수체 추정라인은 대조구에 비해 측근 유도수와 길이가 적은

경향을 나타냄.

㉯ Flow cytometry를 이용하여 DNA 함량을 분석한 결과, 8배체 배양근 39개라인

(100-1-2, 100-1-18, 300-1-16, 300-2-8 등)과 16배체 배양근 1개라인(300-3-19)을

선발함.

㉰ 100-1-18 라인(8배체)이 바이오매스 측면에서 가장 높은 경향을 나타냄. 이는 배수체

가 됨에 따라 생장과 관련된 유전자의 증대와 관련있는 것으로 생각됨.

[그림] 콜히친 처리농도와 배양기간에 따른 산삼배양근의 측근 형성과 형태학적 특성
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A; 측근 형성수, B; 측근 길이

[그림] 콜히친 처리농도에 따른 산삼배양근의 측근 형성수와 길이

[표] 콜히친 처리농도에 따른 산삼배양근 배수체 유도율

Colchicine 

concentration 

(mg L-1)

Exposure time 

(day)

No. of treated 

roots

Ploidyy(%)

Tetraploid (4x) Octoploid (8x)
Hexadecaploid 

(16x)

0 (control) 0 40 100.0 0.0 0.0

100

1 40 95.0 5.0 0.0

2 40 95.0 5.0 0.0

3 40 87.5 12.5 0.0

200

1 40 85.0 15.0 0.0

2 40 85.0 15.0 0.0

3 40 82.5 17.5 0.0

300

1 40 87.5 12.5 0.0

2 40 90.0 10.0 0.0

3 40 92.5 5.0 2.5

A; 대조구, B; 8배체, C; 16배체, IS; 내부표준(페튜니아)

[그림] Flow cytometry를 이용한 산삼배양근 배수체 DNA 함량 히스토그램
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[표] 산삼배양근 배수체의 4주 배양 후 바이오매스

Polyploidy lines FW (g/L) DW (g/L) %DW
Growth 

ratio
Length (cm)

No. of 

lateral root

CT 73.36d* 5.39c 7.34ab 13.91c 1.83c 25.83c

100-1-2 84.31c 6.25bc 7.42ab 16.10b 3.32b 39.83b

100-1-18 94.87b 7.19ab 7.59ab 17.98a 4.62a 50.50a

300-1-16 93.28b 7.60ab 8.15a 17.66a 3.08b 39.50b

300-2-8 99.84a 6.87ab 6.86b 18.98a 3.08b 38.50b

[그림] 산삼배양근 배수체의 형태학적 관찰

④ 배수체라인 진세노사이드 함량 및 생합성 관련 유전자 발현도 분석결과

㉮ 100-1-18 라인의 진세노사이드 함량(14.66 mg/g DW)이 가장 좋았으며, 이는 PPD계

Rb2와 PPT계 Re에서 유사한 경향을 나타냄.

㉯ 100-1-18 라인의 진세노사이드 생산량(186.60 mg/L)은 대조구에 비해 약 6배(600%

증가) 높은 수치를 보임.

㉰ 100-1-18 라인은 진세노사이드 생합성 관련 유전자(PgSS2, PgSE2, PPDS2,

PPTS)의 높은 발현도를 보여 앞선 결과를 뒷받침함.

㉱ 따라서 100-1-18 라인은 바이오매스와 진세노사이드 생합성에 있어 가장 우수한 8배

체 라인임을 확인함.
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[표] 산삼배양근 8배체라인의 진세노사이드 함량

[그림] 산삼배양근 8배체 라인의 HPLC 크로마토그램

A; PgSS2, B; PgSE2, C; PPDS2, D; PPTS

[그림] 산삼배양근 8배체라인의 진세노사이드 생합성 유전자발현도

(나) 감마선 조사를 통한 산삼배양근의 돌연변이체 라인 유도

① 식물재료 : 1-yr-old (CS) 라인, 20-yr-old (CBN) 라인 산삼배양근

② 돌연변이체 유도를 위한 감마선 조사세기

: 0, 20, 30, 50, 75, 100 Gray
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③ 돌연변이체 유도 결과

㉮ 감마선을 조사한 결과, 감마선 세기가 커질수록 측근 발생률이 점차 감소하였음.

㉯ 무처리에 비하여 감마선 처리구의 측근 길이가 감소하였으나 생체중은 증가하였음.

이는 감마선에 의하여 배양근이 스트레스를 받았기 때문인 것으로 보임.

㉰ 생체중 측면에서 50 Gray 처리 시 2개 라인에서 모두 대조구보다 높은 것으로 나타

남. 이는 배양초기에 감마선 처리시 측근분화는 억제되었으나 주근에서의 세포분열능

이 빨라져 캘러스화에 기인한 것으로 생각됨.

[그림] 감마선 처리세기에 따른 산삼배양근의 측근 유도율

A; 측근길이, B; 생체중

[그림] 감마선 처리세기에 따른 산삼배양근의 측근 길이와 생체중

(다) 산삼배양근 돌연변이체 라인 선발

① 돌연변이체 라인 선발 결과

㉮ 1-yr-old (CS) 라인 산삼배양근에 감마선 조사처리를 한 결과 총 6개 라인의 돌연변

이 추정체를 선발하였음. (20-1, 30-3, 75-7, 100-1, 100-15, 100-22)

㉯ 20-yr-old (CBN) 라인 산삼배양근에 감마선 조사처리를 한 결과 총 3개 라인의 돌
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연변이 추정체를 선발하였음. (75-5, 75-8, 75-11)

㉰ 선발된 모든 돌연변이 추정체의 측근수와 생체중은 대조구에 비해 증가하였고, 측근

길이와 진세노사이드 생산량의 경우는 1-yr-old (CS) 라인의 돌연변이 추정체는 증

가된 경향을 보였으나 20-yr-old (CBN) 라인의 돌연변이 추정체는 감소된 경향을

보였다. 이는 감마선 조사에 따른 영향이 각 라인별 바이오매스와 생리활성물질 생합

성과 연관되어 다르게 작용한 것으로 추정됨.

㉱ 진세노사이드 생산량은 대조구에 비하여 1-yr-old (CS) 의 20-1과 100-15 돌연변이

체 추정라인에서 2.3배 (230% 증가) 높은 수치를 나타냄.

A; 측근수, B; 생체중

[그림] 선발된 돌연변이 추정체의 측근수와 생체중

A; 측근길이, B; 진세노사이드 생산량

[그림] 선발된 돌연변이 추정체의 측근길이와 진세노사이드 생산량
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[그림] 감마선 처리에 따른 돌연변이 추정체의 형태학적 관찰

나. 고기능성 원료의 대량·고품질 생산 조건 최적화

(1) Pilot-scale 생산시스템에서 유효성분 고함유 바이오메스 대량생산

(가) 식물재료: 산삼부정근

(나) 배지조성(Lab scale에서 기 선발된 배지)

① 3/4MS, 5mg/L IBA, 50g/L sucrose, pH5.7∼5.8

(다) 배양기간: 47일

① (1 단계, 1∼40일) 식물생장 기간

② (2 단계, 41∼47일) Elicitation 기간, Methyl Jasmonate 200μM처리

(라) 배양 용기: Pilot-scale 생물반응기

(마) 공기공급량: 0.1vvm

(바) 접종량: 5 & 10g/L medium

No. Type kLa(h
-1) Vol.(L)

1
Balloon 6.69

500

2 1,000

3
Drum 6.25

500

4 1,000

* Kla: 산소전달계수

Balloon Type Drum Type
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(사) 바이오매스 조사 결과

① 생물반응기 Type에 따른 산삼부정근의 바이오메스를 조사한 결과 Balloon type이

Drum type에 비해 바이오메스 생산량이 6∼8% 정도 높게 나타났음. Balloon type의

생물반응기는 Drum type에 비해 반응기 내부의 dead zone이 적고 배양액의 교반이

우수하며 산소전달계수가 높아 바이오메스 생산에 효율적이라고 생각됨

No. Type Vol.(L)
Biomass(kg)

FW DW

1
Balloon

500 65 5.2

2 1,000 115 10.5

3
Drum

500 55 4.9

4 1,000 100 9.7

② Balloon type 1,000L 생물반응기를 대상으로 접종량에 따른 산삼부정근 바이오메스를

조사한 결과 5g/L medium 처리구의 경우 생체중은 115kg, 건물중은 10.5kg로 나타남.

10g/L medium 처리구의 경우 생체중은 135kg, 건물중은 12.4kg로 바이오메스 생산성

이 높게 나타남

Inoculum

density(g/L)

Biomass(kg)

FW DW

5 115 10.5

10 135 12.4

(아) 산삼부정근과 야생 인삼의 사포닌(진세노사이드) 함량 비교 분석

① 총 사포닌: anillin-sulfuric acid colormetric method(spectrophotometer, 540nm)

② 진세노사이드: HPLC system(Waters 2695 module, 2996 detector)

③ 진세노사이드 표준품 : Rg1, Re, Rf, Rh1, Rg2, Rb1, Rc, Rb2, Rb3, Rd, Rg3, Rh2,

Compoud K (13종)

(자) 함량 및 생산량 계산법

① 진세노사이드 함량(mg/g DW)

＝추출샘플건물중
분석함량 ×추출용매 부피

(차) 분석결과

① 산삼부정근의 총 사포닌 함량은 55.86mg/g DW, 진세노사이드(13종) 함량은

23.72mg/g DW으로 나타남. PPT계 진세노사이드(5종)는 1.80mg/g DW, PPD계 진

세노사이드(7종)는 21.91mg/g DW, Compound K 함량은 0.011mg/g DW으로 나타

남
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② 야생 인삼의 총 사포닌 함량은 28.77 mg/g DW이며 진세노사이드(13종) 함량은

9.63mg/g DW으로 나타남. PPT계 진세노사이드(5종)는 3.59mg/g DW, PPD계 진세

노사이드(7종)는 6.03mg/g DW, Compound K 함량은 0.003mg/g DW으로 나타남

③ 산삼부정근과 6년근 인삼의 총사포닌과 진세노사이드(13종) 함량을 비교한 결과 총 사

포닌은 1.94배, 진세노사이드(13종)는 2.46배 가량 높게 나타남.

구분
산삼

부정근
인삼

Gin

senoside(mg/

g dry wt.)

Proto

panax

triol (PPT)

Rg1 0.89 1.45
Re 0.55 1.74
Rf 0.11 0.06
Rh1 0.11 0.04

Rg2 0.13 0.30

Proto

panax

diol (PPD)

Rb1 6.22 3.84
Rc 3.34 0.42
Rb2 7.11 1.58
Rb3 0.87 0.06
Rd 3.24 0.08

Rg3 1.08 0.05
Rh2 0.06 0.04

Compound K 0.011 0.003
Total Ginsenoside 23.72 9.63

총 사포닌 55.86 28.77

[그림] 산삼부정근과 인삼의 총 사포닌과 진세노사이드 함량

다. Agrobacterium Ri-plasmid를 이용한 모상근 유도

(1) 박테리아의 분양 및 Rol gene 삽입여부 확인

(가) 박테리아 재료 : 한국생명공학연구원 생물자원센터(KCTC), 한국미생물보존센터

(KCCM)에서 분양받은 5가지 스트레인의 Agrobacterium rhizogenes
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(나) 배지조성

① LB medium : 10 g/L sodium chloride, 5 g/L yeast extract, 10 g/L peptone, 15 g/L

agar

② Nutrient agar : 3 g/L nutrient broth, 5 g/L peptone, 15 g/L agar

(다) 배양방법

① 기 선발된 박테리아 고체배지에 백금봉을 이용하여 도말 후 항온인큐베이터에서 배

양

② 고체배지에서 단일콜로니를 분리하여 박테리아 액체배지로 옮기고 항온진탕기에서 배

양

(라) Plasmid DNA 추출 : AccuPrep® Plasmid Mini Extraction Kit(Bioneer, K-3030)

① 액체배지에서 배양된 박테리아 1 ml를 1.5 ml 튜브에 채취하여 원심분리 후 배지를

제거함.

② 박테리아 내 세포질 및 단백질을 제거함.

③ 에탄올을 이용하여 세척 후 Plasmid DNA를 정제함.

(마) 중합효소연쇄반응(PCR)

① 정제된 Plasmid를 Taq polymerase mix와 기 디자인된 프라이머 (Forward, Reverse)

와 혼합하여 반응시킴.

② .프라이머 : Ri-plasmid rol A gene, rol B gene, rol C gene

③ 중합효소연쇄반응 조건 :

초기변성(95℃, 5분) → {변성 (95℃, 30초) → 풀림(56℃, 30초) → 증폭(72℃, 1분)}

→ 후기증폭(72℃, 5분) → 반응종료(4℃, ∞)

※ { } 내 반응 35번 반복

(바) 전기영동

① 2% 아가로오스 이용 DNA 산물 크기를 확인

② 래더 : 100 bp DNA ladder

염색 : Nippon Genetics Europe (Midori green)

③ Rol gene 산물 크기 : rol-A (248 bp), rol-B (652 bp), rol-C (490 bp)

(사) Rol gene 삽입여부 확인 결과

① KCCM 11879 스트레인의 Plasmid DNA에서 rol A, rol B, rol C gene 삽입이 확인됨.

② KCTC 2744, KCCM 11683 스트레인의 Plasmid DNA에서 rol A, rol C gene의 삽입

이 약하게 확인됨.



- 58 -

[표] 분양받은 Agrobacterium rhizogenes 스트레인과 배양배지조성

Strain No. Culture medium, temperature

KCTC 2744 LB medium, 25℃

KCTC 12403 LB medium, 30℃

KCCM 11683 Nutrient agar, 26℃

KCCM 11743 Nutrient agar, 26℃

KCCM 11879 Nutrient agar, 26℃

[그림] 고체배지와 액체배지에 각각 접종된 Agrobacterium rhizogenes

[표] Rol gene 프라이머 시퀀스

Primer name Sequence (5‘→3’)

rol A-F CGTTGTCGGAATGGCCCAGACC

rol A-R CGTAGGTCTGAATATTCCGGTCC

rol B-F ACTATAGCAAACCCCTCCTGC

rol B-R TTCAGGTTTACTGCAGCAGGC

rol C-F TGTGACAAGCAGCGATGAGC

rol C-R TGTGACAAGCAGCGATGAGC

A; KCTC 2744, B; KCTC 12403, C; KCCM 11683, D; KCCM 11743, E; KCCM 11879

[그림] 전기영동을 통한 A. rhizogenes Plasmid DNA내 rol gene 삽입 여부 확인
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(2) Agrobacterium rhizogenes Ri-plasmid를 이용한 산삼 모상근 유도

(가) 박테리아 재료 : KCCM 11879 스트레인

(나) 식물재료 : 산삼배양근 8배체 라인 (100-1-18)

(다) 배지조성

① 대조구 배지 : 3/4 MS, 50 g/L sucrose, 3 g/L gelrite

② 모상근 유도 배지 : 3/4 MS, 50 g/L sucrose, 500 mg/L cefotaxime, 3 g/L gelrite

(라) 모상근 유도 방법

① 기 선발된 박테리아 고체배지에 백금봉을 이용하여 도말 후 항온인큐베이터에서 배양

② 고체배지에서 단일콜로니를 분리하여 박테리아 액체배지로 옮기고 항온진탕기에서 배

양(26℃, 150rpm)

③ 박테리아 액체배지 2 ml를 100μM Acetosyringone이 들어있는 MS 액체배지 18 ml와

혼합하여 항온진탕기에서 배양(26℃, 150rpm)

④ 배양된 박테리아 배지에 1~2cm로 절단된 산삼 배양근을 30분 간 접종하고, 멸균수로

세척 후 3일 간 새로운 배지에서 공동배양

⑤ 항생제가 포함된 새로운 배지로 계대배양하여 박테리아를 제거시켜주고, 특이적으로

여러개의 부정근이 분화되는 모상근 추정개체를 선발함.

(마) 모상근 유도 결과

① 형태학적 관찰 : 접종 후 4주 경과, 총 600 접종 개체 중 5개의 모상근 추정개체를 선

발함.

② 항생제가 없는 배지로 계대배양 후 더 많은 모상근 추정개체 선발 예정. (7월 중)

③ 최종 선발된 모상근 추정개체의 DNA를 추출하여 rol gene 삽입여부 확인 예정. (7~8

월 중)

A; 대조구 배지, B; 모상근 유도 배지, C, D; 모상근 추정 개체

[그림] 대조구와 모상근 추정개체의 형태학적 관찰
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라. 산삼 부정근 unknown 특이성분 분리

(1) 산삼 부정근 추출물의 HPLC 크로마토그램을 이용한 특이성분 검색

(가) 추출조건에 따른 산삼배양근의 항산화효능 및 수율 최적화

① 추출용매, 추출온도, 용매-시료비율에 따른 항산화효능을 비교한 결과 추출용매가 가

장 큰 영향을 미쳤으며 에탄올에서 가장 높은 효능을 나타내었음.

② 수율의 경우 추출용매 및 용매-시료비율에 영향을 받았으며 76% 물로 1:30 비율로 추

출이 최적의 조건이었음.

[그림] 추출조건에 따른 산삼배양근의 항산화효능 및 수율 최적화

(나) 산삼배양근의 성분 연구

① 산삼배양근으로부터 14종의 화합물을 분리, 구조 동정하였다.

② 이 중 1개는 천연조건에서 처음 분리 및 보고된 화합물로 NMR을 이용하여 그 구조

를 결정함.
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[그림] 산삼배양근의 성분 분자구조

[그림] 새로운 화합물의 NMR 스펙트럼

(다) 산삼배양근 특이성분 구조규명

① 총 40종의 화합물 구조규명

② 신규화합물 10종 구조규명
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[그림] 40종의 화합물 분리 및 구조분석

[그림] Cyclobutane계열 9종 (신규화합물 3종)

[그림] Flavonoid 유도체 9종 (신규화합물 7종)
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[그림] Phenolic 화합물 13종

[그림] saponin, xanthone 등 6종
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2. 에키네시아 배양근

가. 기능성 의약원료 개발

(1) 고기능성 부정근 라인(line) 선발 및 생장조건 구명

(가) 에키네시아 식물체로부터 부정근 유도

① 식물재료 : 에키네시아 두 품종(pallida, angustfolia)의 엽병 절편체(0.5-1cm)

② 배지조성 : MS + sucrose 50g/L+ gelrite 2.5g/L, pH 5.7 ~ 5.8

③ 처리구

Leveling
Auxin (µM)

NAA IBA
1 C - -
2 N0.5 2.69 -
3 N1 5.37 -
4 N2 10.74 -
5 N3 16.11 -

6 N4 21.48 -
7 I0.5 - 2.46
8 I1 - 4.92
9 I2 - 9.84
10 I3 - 14.76
11 I4 - 19.68

④ 실험결과

㉮ 에키네시아 파리다(Echinacea pallida) 품종의 부정근 유도율은 IBA 4.92µM 처리구

에서 가장 높았으며, NAA 처리에 비해 IBA 처리가 부정근 유도에 효과적이었다.

㉯ 에키네시아 앙구스트폴리아(Echinacea angustfolia) 품종의 부정근 유도율은 IBA

4.92µM 처리구에서 가장 높았으며, NAA 처리에서는 부정근이 유도되지 않았다.

㉰ 에키네시아 앙구스트폴리아(Echinacea angustfolia) 품종에 비해 에키네시아 파리다

(Echinacea pallida) 품종의 부정근 유도율이 4배 이상 더 높았다.

[그림] 에키네시아 파리다(Echinacea pallida)와 앙구스트폴리아(Echinacea angustfolia)

품종의 부정근 유도에 미치는 식물생장조절제의 영향
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[그림] 두 품종의 에키네시아 엽병에서 유도된 부정근

(나) 감마선 처리에 의한 고기능성 부정근 라인 선발

① 식물재료 : 에키네시아 풀푸레아(Echinacea purpurea) 품종의 부정근

② 배지조성 : 3/4MS + IBA 4.92µM + sucrose 30g/L, pH 5.7 ~ 5.8

③ 감마선 조사량 : 0, 20, 40, 60, 80, 100 Gray

(다) 실험결과

① 무처리에 비해 감마선 처리구에서 측근 발생률이 현저히 감소하였으며, 60Gy 이상의

감마선 처리구에서는 측근이 발생하지 않았다.

② 무처리에 비하여 감마선 처리구의 측근 개수와 길이가 감소하였다. 이는 감마선에 의

하여 부정근이 스트레스를 받았기 때문인 것으로 보인다.

[표] 감마선 처리에 의한 측근 발생 양상 변화

Gamma ray
treatment
(Gy)

Lateral root
induction
rate (%)

Number of
lateral roots
(ea)

Length of
lateral roots
(cm)

0 88.0±4.8 21.8±2.2 1.8±0.1

20 32.9±5.2 9.5±2.7 1.1±0.2

40 2.0±2.0 1.0±0.0 0.3±0.0

60 0 - -

80 0 - -

100 0 - -
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[그림] 감마선 처리에 후 측근 발생 모습

(2) 기능성 물질함량 축적을 위한 배양조건 구명

(가) 식물생장조절제가 부정근 배양에 미치는 영향

① 식물재료 : 에키네시아 풀푸레아(Echinacea purpurea) 품종의 부정근

② 배지조성 : 3/4MS + sucrose 30g/L, pH 5.7 ~ 5.8

③ 식물생장조절제 종류와 농도

Leveling
Auxin (µM)

IBA NAA

1 I1 4.92 -

2 I2 9.84 -

3 I4 19.68 -

4 I6 29.52 -

5 N1 - 5.37

6 N2 - 10.74

7 N4 - 21.48

8 N6 - 32.22

④ 실험결과

㉮ 부정근의 생장은 IBA 9.84µM 처리구에서 생체중과 건물중이 가장 높았으며, 그 이상

의 농도에서는 생장이 감소하였다.

㉯ NAA 처리구는 농도가 높을수록 생장이 감소하였으며, IBA에 비하여 농도와 상관없

이 생장이 낮았다.

㉰ 총 페놀과 플라보노이드 함량은 IBA 9.84µM 처리구에서 각각 50.0 mg/g DW와 35.1



- 67 -

mg/g DW로 가장 높았다.

[그림] 옥신의 종류와 농도가 부정근의 생장에 미치는 영향

[그림] 옥신의 종류와 농도가 총 페놀과 플라보노이드 함량에 미치는 영향

(나) 당 농도가 부정근의 생장에 미치는 영향

① 식물재료 : 에키네시아 풀푸레아(Echinacea purpurea) 품종의 부정근

② 배지조성 : 3/4MS + IBA 4.92µM, pH 5.7 ~ 5.8

③ 당 농도 : 0, 10, 30, 50, 70, 90g/L

④ 실험결과

㉮ 당 농도가 증가할수록 생체중과 건물중이 증가하여 90g/L 처리구에서 가장 크게 증

가하였다.

㉯ 총 페놀과 플라보노이드 함량은 70g/L 이상인 경우 감소하였으며, 50g/L와 70g/L 처

리구의 유의차가 없었다.
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[그림] 당 농도가 부정근의 생장에 미치는 영향

[그림] 당 농도가 부정근 내 총 페놀과 플라보노이드 함량에 미치는 영향

(3) 특이적 기능성물질 함량 증진 - 에키네시아 부정근: caffeic acid 유도체 5종 등 20% 증

진

(가) Elicitation을 통해 특이적 기능성 물질 함량 증진

① 식물재료: 에키네시아 풀푸레아(Echinacea purpurea) 품종의 부정근

② 배지조성: 3/4MS + IBA 4.92µM + sucrose 50g/L, pH 5.7 ~ 5.8

③ 배양 스케일: 100ml의 배지가 첨가된 300ml 삼각플라스크

④ 접종밀도: 7 g/L

⑤ 처리구

㉮ 효모 추출액(yeast extract) : 0, 100, 200, 400(mg/L)

㉯ 키토산(chitosan) : 0, 100, 200, 400(mg/L)

㉰ 살리실산(salicylic acid) : 0, 100, 200, 400(μM)

㉱ 메틸자스모네이트(methyl jasmonate) : 0, 100, 200, 400(μM)
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⑥ 실험결과

㉮ 효모 추출액 처리

․대조구와 비교하여 효모 추출액 처리에 의한 에키네시아 부정근의 색이나 형태적

변화는 보이지 않았다.

․효모 추출액 처리에 의해 부정근의 바이오매스는 대조구에 비해 감소하였으나 건물

률은 증가하였다.

․효모 추출액의 농도별 차이는 보이지 않았다.

[표] 에키네시아 부정근의 바이오매스에 미치는 효모 추출액 처리의 영향

Concentraion
(mg/L)

Fresh weight
(g)

Dry weight
(g)

Dry matter
(%)

0 7.21±0.22 0.65±0.01 9.07±0.20

100 6.24±0.32 0.58±0.02 9.27±0.18

200 5.91±0.34 0.55±0.03 9.30±0.20

400 6.33±0.18 0.59±0.01 9.35±0.14

[표] 효모 추출액 처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향

Concentration
(mg/L)

Caffeic acid derivatives
(mg/g dry biomass)

Caftaric acid Chlorogenic acid Echinacoside Cichoric acid Total

0 0.36±0.01 0.10±0.01 0.36±0.00 0.26±0.03 1.07±0.04

100 0.29±0.01 0.35±0.01 0.43±0.02 0.24±0.03 1.31±0.03

200 0.29±0.01 0.36±0.01 0.33±0.01 0.29±0.04 1.26±0.04

400 0.16±0.01 0.23±0.01 0.21±0.00 0.18±0.01 0.78±0.02

[그림] 효모 추출액 처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향
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[그림] 효모 추출액 처리에의한 에키네시아 부정근 변화

㉯ 키토산 처리

․키토산의 농도가 증가할수록 대조구에 비해 에키네시아 부정근이 갈변되었다.

․키토산의 농도가 증가할수록 에키네시아 부정근의 바이오매스가 감소하여, 400mg/L

처리구에서는 대조구에 비해 61% 이상 감소하였으나, 키토산의 농도가 증가할수록

건물률은 증가하는 경향을 보였다.

[표] 에키네시아 부정근의 바이오매스에 미치는 키토산 처리의 영향

Concentraion
(mg/L)

Fresh weight
(g)

Dry weight
(g)

Dry matter
(%)

Control 7.21±0.22 0.65±0.01 9.07±0.20

100 5.83±1.78 0.55±0.03 9.43±0.26

200 3.66±0.55 0.30±0.01 9.06±1.24

400 2.65±0.14 0.25±0.04 9.71±1.43

[표] 키토산 처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향

Concentrat
ion
(mg/L)

Caffeic acid derivatives
(mg/g dry biomass)

Caftaric acid Chlorogenic acid Echinacoside Cichoric acid Total

0 0.36±0.01 0.10±0.01 0.36±0.00 0.26±003 1.07±0.04

100 0.25±0.00 0.35±0.00 0.36±0.02 0.25±0.01 1.21±0.02

200 0.19±0.01 0.19±0.01 0.32±0.01 0.21±0.01 0.91±0.02

400 0.09±0.00 0.08±0.00 0.14±0.00 0.10±0.00 0.42±0.00
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[그림] 키토산 처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향

[그림] 키토산 처리에 의한 에키네시아 부정근의 변화

㉰ 살리실산 처리

․살리실산의 농도가 증가할수록 에키네시아 부정근이 심하게 갈변되었다.

․살리실산의 농도가 증가할수록 에키네시아 부정근의 바이오매스가 감소하였으며, 400

μM 처리구에서는 대조구에 비해 53% 이상 건물중이 감소하였다.

․반면에 살리실산의 농도가 증가할수록 부정근의 건물률이 증가하였다.

[표] 에키네시아 부정근의 바이오매스에 미치는 살리실산 처리의 영향

Concentraion
(μM)

Fresh weight
(g)

Dry weight
(g)

Dry matter
(%)

Control 7.21±0.22 0.65±0.01 9.07±0.20

100 6.98±0.05 0.62±0.01 8.87±0.12

200 4.49±0.18 0.46±0.02 10.25±0.30

400 2.94±0.17 0.30±0.01 10.21±0.43
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[표] 살리실산 처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향

Concentration
(mg/L)

Caffeic acid derivatives
(mg/g dry biomass)

Caftaric acid Chlorogenic acid Echinacoside Cichoric acid Total

0 0.36±0.01 0.10±0.01 0.36±0.00 0.26±003 1.07±0.04

100 0.28±0.01 0.40±0.00 0.25±0.00 0.29±0.00 1.21±0.00

200 0.23±0.04 0.26±0.02 0.30±0.01 0.26±0.00 1.06±0.05

400 0.08±0.00 0.08±0.00 0.14±0.00 0.10±0.00 0.42±0.00

[그림] 살리실산 처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향

[그림] 살리실산 처리에 의한 에키네시아 부정근의 변화

㉱ 메틸자스모네이트 처리

․살리실산의 농도가 증가할수록 에키네시아 부정근이 심하게 갈변되었으며 부정근의

두께가 굵어지고 측근이 형성되지 않는 경향을 보였다.

․살리실산의의 농도가 증가할수록 에키네시아 부정근의 바이오매스가 감소하였으며,

400μM 처리구에서는 대조구에 비해 40% 이상 건물중이 감소하였다.

․반면에 메틸자스모네이트의 농도가 증가할수록 부정근의 건물률이 증가하였다.
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[표] 에키네시아 부정근의 바이오매스에 미치는 메틸자스모네이트 처리의 영향

Concentraion
(μM)

Fresh weight
(g)

Dry weight
(g)

Dry matter
(%)

Control 7.21±0.22 0.65±0.01 9.07±0.20

100 6.25±0.25 0.59±0.02 9.48±0.13

200 4.95±0.23 0.48±0.01 9.72±0.22

400 3.65±0.23 0.40±0.02 11.01±0.27

[표] 메틸자스모네이트 처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향

Concentration
(mg/L)

Caffeic acid derivatives
(mg/g dry biomass)

Caftaric acid Chlorogenic acid Echinacoside Cichoric acid Total

0 0.36±0.01 0.10±0.01 0.36±0.00 0.26±003 1.07±0.04

100 0.22±0.00 0.25±0.01 0.32±0.02 0.37±0.01 1.17±0.02

200 0.18±0.00 0.27±0.06 0.41±0.00 0.20±0.01 1.07±0.05

400 0.09±0.00 0.25±0.04 0.23±0.06 0.13±0.00 0.71±0.05

[그림] 메틸자스모네이트 처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향

[그림] 메틸자스모네이트 처리에 의한 에키네시아 부정근의 변화

(나) 수확후 열처리에 의한 기능성물질 함량 증진
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① 식물재료 : 에키네시아 풀푸레아(Echinacea purpurea) 품종의 부정근

② 배지조성 : 3/4MS + IBA 4.92µM + sucrose 30g/L, pH 5.7 ~ 5.8

③ 배양 스케일 : 3L 생물반응기

④ 접종밀도 : 7 g/L

⑤ 배양기간 : 3주

⑥ 처리구:　무처리, 110, 120, 130, 140, 150℃

⑦ 실험결과 :　

㉮ 처리 온도가 증가할수록 에키네시아 부정근이 심하게 갈변되었다. 이는 온도가 증가

할수록 부정근 내에 있는 당 성분이 갈변되었기 때문인 것으로 추측됨.

[그림] 실험에 사용된 air-lift bioreactor

[표] 열처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향

Temperature
(oC)

Caffeic acid derivatives
(mg/g dry biomass)

Caftaric acid Chlorogenic acid Echinacoside Cichoric acid Total

0 0.68±0.04 0.65±0.23 0.19±0.02 7.95±076 9.47±0.57

110 0.41±0.00 0.09±0.00 0.13±0.00 0.37±0.00 1.01±0.00

120 0.53±0.02 0.09±0.00 0.12±0.01 0.70±0.01 1.44±0.03

130 0.66±0.05 0.10±0.03 0.12±0.01 0.49±0.01 1.37±0.08

140 0.55±0.05 0.35±0.04 0.13±0.00 0.17±0.00 1.20±0.02

150 0.37±0.06 0.16±0.04 0.15±0.02 0.16±0.02 0.84±0.07
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[그림] 열처리가 카페익산과 유도체 함량에 미치는 영향

[그림] 열처리 후 에키네시아 부정근의 모습
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3. 센텔라아시아티카

가. 기능성 의약원료 개발

(1) 고기능성 부정근 라인 선발 및 생장조건 구명

(가) 식물재료: 센텔라아시아티카부정근

(나) 배지조성: 1.0MS, 1.0mg/L NAA, 50g/L sucrose, 2.3g/L gelrite, pH5.7∼5.8

(다) 배양용기: 플라스틱 페트리디시

(라) 배양기간: 3주

(마) 라인선발 결과

① 센텔라아시아티카 잎 유래 부정근이 엽병 유래 부정근에 비해 측근 개수 및 길이신장

등 생육이 상대적으로 우수한 것으로 나타남

[그림] 센텔라아시아티카 잎 유래 부정근(A), 엽병 유래 부정근(B)

② 센텔라아시아티카 잎 유래 부정근을 3주 간격으로 계대배양을 실시하여 우수한 라인

을 선발 증식함

(바) MS배지 농도에 따른 바이오매스 조사 결과

① MS배지 농도: 1/2, 3/4, 1MS

② 센텔라아시아티카부정근은 1MS 처리구 에서 다른 처리구와 비교하여 생체중과 건

물중이 높게 나타났으며 측근 개수와 길이도 가장 양호한 것으로 나타남

[그림] MS배지 농도에 따른 센텔라아시아티카 부정근의 생장
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[그림] MS배지 농도에 따른 센텔라아시아티카 부정근의 생체중 및 건물중

[그림] MS배지 농도에 따른 센텔라아시아티카 부정근의 측근 개수 및 길이

(사) 탄소원농도에 따른 바이오매스 조사 결과

① 탄소원 농도: 3, 4, 5% sucrose

② 센텔라아시아티카부정근은 5% sucrose 처리구에서 다른 처리구와 비교하여 생체중

과 건물중이 높게 나타남

[그림] 탄소원 농도에 따른 센텔라아시아티카 부정근의 생장
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[그림] 탄소원 농도에 따른 센텔라아시아티카 부정근의 생체중과 건물중

[그림] 탄소원 농도에 따른 센텔라아시아티카 부정근의 측근 개수 및 길이

(아) 식물생장호르몬에 따른 바이오매스 조사 결과

① 식물생장호르몬: NAA 0.5, 0.75, 1.0mg/L / IBA 1.0, 1.5, 2.0mg/L

② 센텔라아시아티카부정근은 NAA 1.0 mg/L 처리구에서 다른 처리구와 비교하여 생체

중과 건물중이 높게 나타났으며 측근 개수와 길이도 가장 양호한 것으로 나타남
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[그림] 식물생장호르몬 종류 및 농도에 따른 센텔라아시아티카부정근의 생장

[그림] 식물생장호르몬 종류 및 농도에 따른 센텔라 아시아티카부정근의 생체중 및 건물중

[그림] 식물생장호르몬 종류 및 농도에 따른 센텔라 아시아티카부정근의 측근 개수 및 길이
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나. 고기능성 원료의 대량·고품질 생산 조건 최적화

(1) 생물반응기 시스템 이용 고기능성 식물원료 생산공정 최적화

(가) 식물재료: 센텔라아시아티카부정근

(나) 배양용기: 3L 생물반응기(working volume 2L)

(다) 공기공급량: 0.1vvm

(라) 배양기간: 4주(28일)

① (1 단계, 1∼21일) 식물생장 기간

② 2 단계, 22∼28일) Elicitation 기간, Methyl Jasmonate 200μM처리

(마) 배지조성: 1.0MS, 식물생장호르몬(옥신종류 및 농도 처리구 9종), 50g/L sucrose,

pH5.7∼5.8

(바) 바이오메스 조사 결과

① 부정근의 생장최적화를 위하여 옥신 농도를 달리하여 3주간 배양한 결과 NAA

1mg/L 처리구에서 생체중(222g)과 건물중(22.85g)이 가장 높게 나타남

No.
PGRs (mg/L) Biomass(g)

NAA IBA FW DW

1 1.0 0 222 22.85

2 0.75 0 222 22.67

3 0.5 0 208 20.10

4 0.25 0.5 173 17.56

5 0 1.0 150 15.60

6 0.5 0.5 212 21.74

7 0.25 1.0 188 18.97

8 0 1.5 168 16.39

9 0 2.0 158 15.87

[표, 그림] 센텔라아시아티카부정근 생장에 미치는 식물생장호르몬의 영향

(2) 기능성 물질함량 축적을 위한 배양조건 구명

(가) 센텔라아시아티카부정근과 야생 병풀식물체의 유효성분 함량 비교

① HPLC 분석조건 : (Column) LICHROCART 250-4 HPLC- CARTRIDGE
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LICHROSPHER 100 RP (250mm x 4mm, 5㎛)

: (Detector) UV 206nm

② Triterpenoids 표준품

: Madecassoside(MS), Asiaticoside(AS), Madecassic acid(MA), Asiatic acid(AA)

(나) 유효성분 함량 조사 결과

① 센텔라아시아티카부정근의 Triterpenoids 성분을 조사한 결과 모든 처리구에서 야생

병풀식물체 보다 낮은 함량을 보였음

② 앞선 바이오메스 최적 결과에서는 NAA 1mg/L 가 효과적이었으나 Triterpenoids 함

량 증진에는 IBA 1.5mg/L이 최적이라 판단됨

No.
PGRs(mg/L) Triterpenoid 함량(%)

NAA IBA MS AS MA AA Total

야생 병풀 식물체 2.43 2.27 0.61 0.52 5.83

1 1.0 0 0.44 0.22 0.00 0.05 0.71
2 0.75 0 0.53 0.26 0.01 0.10 0.9
3 0.5 0 0.42 0.23 0.01 0.04 0.7
4 0.25 0.5 0.29 0.16 0.01 0.10 0.56
5 0 1.0 0.42 0.10 0.04 0.11 0.67
6 0.5 0.5 0.40 0.15 0.01 0.07 0.63
7 0.25 1.0 0.44 0.21 0.14 0.23 1.02
8 0 1.5 0.50 0.35 0.15 0.25 1.25
9 0 2.0 0.55 0.32 0.13 0.24 1.24

(3) 특이적 기능성물질 함량 증진

(가) 센텔라아시아티카 부정근 특이적 기능성물질 구명 및 야생 병풀식물체와의 함량 비교

8-acetoxy-1,9-pentadecadiene-4,6-diyn-3-ol

Araliadiol

(나) 식물재료: 센텔라아시아티카부정근

(다) 배지조성: 1.0MS, 1.5mg/L IBA, 50g/L sucrose, pH5.7∼5.8

(라) 배양용기: 3L 생물반응기(working volume 2L)

(마) 공기공급량: 0.1vvm

(바) 배양기간: 4주(28일)

① (1 단계, 1∼21일) 식물생장 기간

② (2 단계, 22∼28일) Elicitation 기간, Methyl Jasmonate 200μM 처리

(사) 특이적 기능성물질 구명

① 추출조건

: 100% MeOH ⇒ 1g시료를 100ml 로 추출

② 성분비교
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　 : 0.1g/ml 농도로 제조, TLC와 HPLC 확인

․ HPLC 분석조건

: (System) Waters 515 pumps & Waters 717 Autosampler

: (Column) Phenomenex Gemini-NX 5µ C18 110A

: (Mobile phase) MeOH:Water (70:30)

: (Flow rate) 2ml/min  

: (시료농도) 0.1g/ml,

: (시료 Injection) 30µl

(아) 특이적 기능성물질 조사 결과(1)

8-acetoxy-1,9-pentadecadiene-4,6-diyn-3-ol

① 센텔라아시아티카부정근의 특이적 기능성 물질을 TLC 분석을 통해 확인함

② 센텔라아시아티카부정근의 특이적 기능성 물질을 HPLC 크로마토그램을 통해 확인함
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㉮ 성분분리 및 구조 규명

[그림] 크로마토그래피를 이용한 성분의 분리 및 구조규명

[그림] 화합물 구조 규명 (1H NMR)

[그림] 화합물 구조 규명 (13C NMR)
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: 문헌조사

(자) 특이적 기능성물질 조사 결과(2)

Araliadiol

[그림] 화합물 구조 규명 (1H NMR)

[그림] 화합물 구조 규명 (13C NMR)
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: 문헌조사

(4) Pilot-scale 생산시스템에서 유효성분 고함유 바이오메스 대량생산

(가) 식물재료: 센텔라아시아티카부정근

(나) 배지조성(Lab scale에서 기 선발된 배지)

① 1.0MS, 1.5mg/L IBA, 50g/L sucrose, pH5.7∼5.8

(다) 배양기간: 35 days

① (1 단계, 1∼28일) 식물생장 기간

② (2 단계, 29∼35일) Elicitation 기간, Methyl Jasmonate 200μM처리

(라) 배양 용기: Pilot-scale 생물반응기

(마) 배양밀도: 5g/L medium

No. Type kLa(h
-1) Vol.(L)

1 Balloon 6.69 500

2 Drum 6.25 500

* Kla: 산소전달계수

Balloon Type Drum Type
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(바) 바이오매스 조사 결과

① 생물반응기 Type에 따른 센텔라아시아티카부정근의 바이오메스를 조사한 결과

Balloon type이 Drum type에 비해 바이오매스 생산량이 1.32배 정도 높게 나타났음.

Balloon type의 생물반응기는 Drum type에 비해 반응기 내부의 dead zone이 적

고 배양액의 교반이 우수하며 산소전달계수가 높아 바이오매스 생산에 효율적이라고

생각됨

No. Type Vol.(L)
Biomass(kg)

FW DW

1 Balloon 500 55 4.5

2 Drum 500 42 3.4

(사) 센텔라아시아티카 부정근과 야생 병풀식물체의 유효성분 및 특이적 기능성물질 함량

비교

① 센텔라아시아티카 부정근의 MS, AS, MA, AA 등 Triterpenoids 함량은 야생 병풀

식물체 보다 낮게 나타남

② 센텔라아시아티카부정근의 특이적 기능성물질 (8-acetoxy-1,9-pentadecadiene-

4,6-diyn-3-ol, Araliadiol)은 야생 병풀 식물체 보다 배 가량 높게 나타남

구분 병풀부정근 야생병풀

Triterpenoids

(1)

MS 0.27 1.92
AS 0.62 1.99
MA 0.06 0.81
AA 0.17 0.65

Total 1.13 5.38

다. 센텔라아시아티카 특이성분 규명



- 87 -

[그림] 센텔라아시아티카 특이성분의 발굴
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[그림] 센텔라아시아티카 특이성분의 항염효능

　(라) 센텔라아시아티카 특이성분의 효능 규명

① CAC-1. CAC-2는 LPS로 유도된 NO의 생성을 유의성있게 감소시킴

[그림] 센텔라아시아티카 특이성분의 항염효능
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[그림] 센텔라아시아티카 특이성분의 면역증강 효능

② CAC-2는 정상세포에서 NO의 생성을 유의성 있게 증가시킴

　(마) 센텔라아시아티카 특이성분의 추출조건 비교

① 메탄올의 함량이 높을수록 특이성분의 함량 증가 센텔라아시아티카 특이성분의 추출

조건비교
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 4. 식물세포주 은행 시스템을 이용한 산업화용 배양근 라인 관리 시스템 운영 

가. 데이터베이스화를 위한 시스템

(1) 목적: 시스템을 이용하여 배양 이력 및 기타 정보 축적

(가) 본 연구를 통해 유도 된 많은 배양근 라인을 효율적이고 체계적으로 관리

- 입력항목 : 접수일자, 식물명, 라인명, 담당자, 배양기간, 배지조성 등 총 20여 항목

- 관리 방식 : Q바코드

[그림] 세포주은행 시스템을 이용하여 관리하고 있는 산삼 부정근



- 92 -

[그림] 세포주은행 시스템을 이용하여 관리하고 있는 에키네시아 부정근

[그림] 세포주은행 시스템을 이용하여 관리하고 있는 센텔라아시아티카 부정근
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5. (경제성 분석에 근거한) 경제적 성과

가. 생산성 비교 분석

(1) 식물조직배양에 의해 대량으로 얻어진 배양체로부터 유용물질을 생산하는 방식은 환경

요인에 제한을 받지 않고, 계획적인 생산이 가능하며, 제품의 질과 수율을 일정하게 유

지하면서도 단위 면적당 생산량이 많은 장점이 있다.

[표] 자연재배방식과 배양방식의 차이

구분 자연재배방식 배양방식

생산방법 대규모 농경지에서 재배 배양용기를 설치하여 배양

생산조절
기온, 강수, 바람 등에 의해

생산량 및 품질 결정
생산조건을 인위적으로 조절가능

생산기간 장기 단기

유용물질 함유 고정적
배양조건 변화, 전구물질 첨가

등으로 함량증진 가능

인체 유해물질
농약사용, 환경오염 등에 노출

위험
안전

초기 비용투자 저가 중저가

출처 : 산삼배양근 기술현황과 이용, BioWave Vol. 14, BRIC

(2) 자연재배방식과 배양방식으로 생산된 각각의 산양삼 및 산삼배양근의 생산성 차이를 알

아보기 위하여 하기와 같은 자료를 토대로 비교를 진행하였다.

(3) 비교 분석을 위해 사용된 자료로는 산림청 및 강원대학교 산학협력단에서 발표한 자료

를 활용하였으며, 비교 분석군을 설정하기 위해 2017년 기준 가장 많은 산양삼을 재배

한 지역인 강원도 홍천군 재배농가를 기준으로 생산량, 생산액, 재배면적 등을 종합적으

로 고려하여 생산단가 및 단위면적단 생산량을 산출하였다.
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출처 : 산림청, 강원대학교 산학협력단 자료 가공

[그림] 2017년도 산양삼 주산지인 강원도 홍천군 재배량을 기준으로 한

생산단가 및 생산량 분석

(4) 상기 자연재배방식과 달리 배양방식을 살펴보면, 현재 보유한 Pilot-scale 식물탱크 배

양시스템을 이용할 시 1톤 반응기 1회 수확기준으로 약 60kg의 산삼배양근을 수확할

수 있다.

출처 : 본 연구기관 소장 자료

[그림] Pilot-scale 식물탱크 배양시스템을 이용한 생산량



- 95 -

따라서 상기 자료를 단적으로 비교하면 아래 표와 같다.

[표] 생산성 비교

구분 자연재배방식(산양삼) 조직배양방식(산삼배양근)

생산 면적(ha) 3.4 0.1

단위 면적당

생산량(kg/ha)
29.98 600

생산단가 414,246원
-

(초기 배양재료 확보 후 비용발생x)

(5) 또한 생물 반응기를 활용하여 산삼배양근을 대량으로 생산 및 산업화하는 기술에 대해

서 국내 및 해외(중국, 캐나다, 미국)에서 생산된 산삼배양근에 대해 생산자당 면적, 생

산단가, 생산량에 대한 전반적인 비교 수치는 아래 표와 같으며, 이를 토대로 산삼배양

근에 대한 생산성이 뛰어나다는 것을 확인할 수 있다.

[표] 국내외 산삼배양근의 생산성 비교

구분 단위 한국 중국 캐나다 미국 충북대

생산자 당

면적
ha 0.95 3~5 4~6 5~10 0.1

생산단가 won/kg 21,317 3,590 8,604 6,444 -

생산량 kg/10ha 523 553 850 800 30,000

나. 예상 매출액 산정을 통한 개발 대상 기술(제품)의 경제성 분석

(1) 예상 매출액 추산

(가) 매출액 추정을 위한 시장 분석

① 기술개발이 완료된 제품의 속한 시장이 명확하다면 산업분석 결과를 이용하여 매출추

정 하는 것이 가능하다. 산업분석 결과, 국내의 거시경제요소에 대한 분석과 대상제품

이 속한 산업에 대한 전반적인 평가가 이루어지면 시장규모 및 시장점유율 분석을 통

해 매출추정이 가능하다. 시장점유율법에 의한 매출액 추정은 시장규모에 예상되는 시

장점유율을 곱하여 다음 식을 이용하여 추정한다.

추정매출액 = 시장규모 × 시장점유율
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② 시장규모의 성장 또는 감소는 시장 및 산업특성 분석을 통하여 얻어지며, 시장점유율

은 산업에 관한 지식(경쟁상태, 과점, 추세 등)과 관련 지식(생산능력, 제품종류, 사업

계획 등)을 기반으로 추정이 가능하다.

③ 먼저 산삼배양근과 관련 시장을 알아보기 위해 유사시장으로서 산양삼 시장을 살펴보

았다. 산림청에서 발표한 자료 중 최근데이터에 속하는 [2017 임산물 생산조사]를 살

펴보면, 2017년 산양삼 생산량 및 생산액은 각각 121톤, 1,910억 원으로 전년도 대비

증가한 추세를 보였다. 건강에 대한 관심증가 등으로 인해 약용식물에 대한 전반적인

생산량 및 생산액은 꾸준히 증가해왔으며, 이러한 추세로 볼 때 생산량 및 생산액은

더 증가할 것으로 보인다.

[표] 생산량 및 생산액 추이(‘16~17)

단위 : 톤, 억원, %

분류(약용식물) ‘16 생산량 ‘17 생산량 증감률 ‘16 생산액 ‘17 생산액 증감률

산양삼 112 121 8.7 360 379 5.4

출처 : 2017 임산물 생산조사, 산림청

④ 에키네시아 관련 시장을 살펴보면, 에키네시아는 해외에서는 건강 기능성 식품으로서

널리 알려진 소재로, 그 사용량이 매년 증가하는 것으로 나타났다. Nutrition Business

Journal 자료에 따르면 세계 전체 건강기능 식품 시장 규모는 2016년 기준 약 1,263억

달러로 추산되며, 연평균 7.6% 성장률을 보이며 2021년에는 약 1,786억 달러의 시장을

형성할 것으로 전망하였다.

[표] 세계 전체 건강기능 식품 시장 규모

단위 : 백만 달러, %

구분 ‘16 ‘17 ‘18 ‘19 ‘20 ‘21 CAGR

세계시장 126,333 135,368 145,050 155,204 166,068 178,689 7.6

출처 : Nutrition Business Journal

⑤ 미국에서는 선호도 식품으로 매년 10위 이내 순위를 기록하면서 널리 알려져 있으며,

네덜란드에서는 허브 보충제로 판매량 2위를 기록하는 등 북미·유럽 지역에서는 소비

량이 매우 높은 것으로 나타났다. 최근 발표된 KOTRA자료를 살펴보면(2019.07), 체

코에서는 허브 건강보조제로서 에키네시아의 사용량이 지속적으로 증가하고 있음을

나타내었으며, 이는 전체 건강보조제의 0.02%에 해당하는 것으로 나타났다.
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단위 : 백만 체코코루나. %

[표] 체코 건강보조제 시장규모 현황

출처 : KOTRA, EUROMONITOR

⑥ 체코 시장의 현황 기준을 토대로 세계시장에서 에키네시아가 점유하는 시장 규모를

0.02%라고 가정할 경우, 세계 건강기능 식품 시장에서 에키네시아가 차지하는 시장

규모는 아래와 같을 것으로 추산된다.

[표] 에키네시아가 차지하는 세계 건강기능 식품 시장 예상 규모

단위 : 백만 달러, %

구분 ‘16 ‘17 ‘18 ‘19 ‘20 ‘21

세계시장

(에키네시아)
25.26 27.07 29.01 31.04 33.21 35.73

⑦ 국내의 경우 에키네시아에 포함된 치코린산의 부작용 사례에 따라, 수입 및 판매가 제

한되면서 최근까지의 에키네시아에 대한 시장 규모를 추산하기 어려운 것으로 나타났

다. 최근 2019년 4월에 발표된 경제활력대책회의에서 건강기능식품 신제품 개발과 관

련된 규제를 개선하기로 함에 따라, 건강기능성 식품의 원료범위를 해외에서 식이보충

제로 인정되는 알파-GPC(인지능력 개선 효과), 에키네시아(면역력 증진 효과) 등 동·
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식물성 추출물 중심으로 확대하겠다는 방침에 따라, 에키네시아에 대한 수요 및 관련

시장이 완전히 형성되기까지는 다소 시일이 걸릴 것으로 보인다.

(2) 예상 매출액

(가) 생물 반응기를 활용한 산삼배양근 및 에키네시아 생산기술 내용을 기반으로 협동기관

인 동국제약(주)에서 제시한 생산계획을 토대로 추산한 시장점유율 및 매출추정액은

아래와 같다.

<표> 개발종료 후 5년간 관련 시장에 대한 시장점유율 및 매출 추정액

2019년 2020년 2021년 2022년 2023년

국내

시장점유율 0.01% 0.1% 0.2% 0.3% 0.5%

판매량(단위/개) 7,000/12,500 10,000/14,000 15,000/25,000 22,000/36,000 33,000/47,000

판매단가(원) 150,000/36,000 150,000/36,000 150,000/36,000 150,000/36,000 150,000/36,000

매출추정액(백만원

)
1,500 2,000 3,500 4,596 6,642

세계

시장점유율 0.0001 0.001 0.005 0.01 0.05

판매량(단위/개) 2,500/4,100 5,000/8,200 7,500/12,300 10,000/16,400 12,500/20,500

판매단가($) 140/35 140/35 140/35 140/35 140/35

매출추정액(백만$) 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

합계(백만원) 2,097 3,194 5,290 6,984 9,626

생산능력(ton) 200ton 1,000ton 2,000ton 3,000ton 5,000ton

주) 산삼배양근/에키네시아 순이며 매출액은 두 가지 제품에 대한 총액임

주) 환율은 1달러/1,194원을 기준으로 함

(2) 평가파라메타 추정

(가) 매출원가 및 판관비

① 매출원가는 대상기술이 적용된 제품에 대한 제조비용으로서, 원재료 구입·조달 비용,

제조인원에 대한 인건비, 감가상각비 및 기타 경비 등으로 구성된다. 2017년 기업경영

분석(한국은행, 2018.11발간)자료를 따르면 본 기술이 해당하는 업종은 첨단기술업종1)

(제조업)으로 볼 수 있으며, 해당 업종의 평균 매출원가율인 70.07%와 판관비 15.08%

를 적용하였다.

1) 예상 제품군에 따라 첨단기술업종에는 의약품 및 의약 관련 소재가 포함되어 있어, 이를 관련 업종으로 선정함
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(나) 투자금액

① 운전자본 증감액

㉮ 운전자본이란 영업활동과정에서 매출채권, 재고자산 및 매입채무를 보유함으로써 소

요되는 자금으로, 일반적으로 매출채권이나 재고자산에 투입된 자본에서 매입채무로

조달된 자본을 차감하여 산정한다. 이렇게 산정된 운전자본의 변동은 여유현금흐름

계산 시 고려된다. 운전자본증감액은 다음과 같이 계산된다.

운전자본증감액 = 매출증감액 × 운전자본소요율

운전자본소요율 = 1/매출채권소요율 + 1/재고자산소요율 - 1/매입채무소요율

㉯ 본 사업에서는 한국은행의 2017년 기업경영분석 보고서에 제시된 동업종의 평균적인

재무자료를 고려하였다. 따라서 동업종(첨단기술업종)의 평균 매출채권회전율, 재고자

산회전율, 매입채무회전율을 이용하여 산출된 운전자본회전율의 역수를 취하여 운전

자본소요율을 산정하였으며, 이에 따른 운전자본소요율은 18.19%이다.

② 자본적 지출액

㉮ 자본적지출액은 기술사업과 관련된 향후 투자계획 및 설비교체 주기를 고려하여 산

정할 수 있다. 본 사업에서는 대상기술이 적용된 제품의 추정 매출액에 따른 자본적

지출액 산정을 위하여 동업종의 평균적인 유·무형자산구성비율 및 감가상각비율 등

의 재무자료를 이용하였으며 이에 따른 유·무형자산구성비율은 37.49%이고 감가상각

비율은 8.66%이다.

단위: 백만 원

[표] 자본적 지출액 산출내역

추정1차년도

(2021년)

추정2차년도

(2022년)

추정3차년도

(2023년)

추정4차년도

(2024년)

추정5차년도

(2025년)

Ⅰ.추정매출액 2,097 3,194 5,290 6,984 9,626

Ⅱ.매출증감액 2,097 1,097 2,096 1,694 2,642

Ⅲ.유무형자산구성비 37.49%

Ⅳ.유무형자산증가액

(Ⅱ×Ⅲ)
786 411 786 635 990

Ⅴ.감가상각비 등 182 276 458 605 833

Ⅵ.자본적지출액

(Ⅳ+Ⅴ)
968 688 1,244 1,240 1,824

당기 감가상각비 등=매출증감액×감가상각비율
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(다) 할인율

① 할인율은 대상기술에 의한 미래 현금흐름을 현재가치로 전환할 때 사용되는 환원율을

말하며, 기술사업화 과정에 내재된 다양한 위험이 포함된 할인율(Risk -adjusted

Discount Rate)이다. 대상기술이 연관된 사업에서 발생 가능한 잠재적인 위험을 정량

화한 것이므로 대상기술이 갖는 기술위험, 시장위험, 사업위험 등을 분석하여 그 결과

를 반영하여야 한다.

② 사업화 과정에서 발생하는 제반 위험을 평가자가 직접 측정하여 할인율을 산출하는

것이 원칙이나, 실무에서는 직접 측정하기가 매우 어렵기 때문에 기업가치평가에서

널리 사용되고 있는 가중평균자본비용(Weighted Average of Cost of Capital,

WACC) 개념에 조정계수 또는 추가 위험프리미엄(Spread 또는 risk premium)을 적용

하고 있다.

[표] 할인율 모형
구분 기존모형 개선모형

자기자본비용

상장기업 CAPM+사업화

위험프리미엄+안정성

위험프리미엄+규모 프리미엄

상장기업 CAPM+규모

위험프리미엄+기술사업화

위험프리미엄

타인자본비용
타인자본비용+추가위험

스프레드
좌동

할인율 WACC 좌동

문제점 및 개선

- 자기자본비용의 안정성 위험

프리미엄 타당성 부족

- 경기나 금리변동에 따른 즉시

성 부족

- 자기자본비용의 안정성 위험

프리미엄 제외

- 매년 적용 할인율 갱신

③ 위 모형에 따라 자기자본비용과 타인자본비용을 가중평균하여 할인율인 WACC를 산

출하며, 그 산식은 아래와 같다.

        할인율(WACC) = 자기자본비용 × 자기자본비율 +

타인자본비용 × 타인자본비율 × (1-법인세율)

④ 본 사업에서는 이러한 개선된 할인율 모형을 기반으로 하여 할인율(WACC)를 산출하

였으며, 산출된 할인율은 4.10%이다.
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(라) 수익성 지표 산출

① 순현재가치(NPV; Net Present Value)는 개발기간 및 매출추정기간 동안의 여유현금

흐름을 현재시점으로 환산한 금액으로 NPV가 0 이상일 경우 수익성이 있다고 판단한

다. 본 사업에서는 NPV가 209백만 원으로 0보다 크므로 수익성이 있는 것으로 판단

된다.

② 내부수익률(IRR; Internal Rate of Return)은 개발기간 및 매출추정기간 동안 여유현금

흐름의 현재가치를 0으로 만드는 이자율로 IRR이 NPV 산정시의 할인율인 4.10%보다

크면 수익성이 있는 것으로 판단한다. 본 사업에서 IRR은 4.86%로 4.10%보다 크므로

수익성이 있는 것으로 판단된다.

③ 투자수익률(ROI; Return on Investment)은 투자한 자본에 대한 수익의 비율을 나타내

는 지표로, 본 사업에서는 매출추정기간 동안의 여유현금흐름 현재가치 합계액을 개발

기간 동안의 개발비지출액의 현재가치 합계액으로 나누어 산정한다. ROI가 100%보다

크면 수익성이 있는 것으로 판단한다. 본 사업에서 ROI는 109.80%로 100%보다 크므

로 수익성이 있는 것으로 판단된다.

(단위: 백만 원)



- 102 -

[표] 경제성 분석

구 분

개발기간 매출추정기간

분석

결과

1차

년도

2차

년도

3차

년도

4차

년도

1차

년도

2차

년도

3차

년도

4차

년도

5차

년도

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

매출액 　 　 　 　 2,097 3,194 5,290 6,984 9,626

매출원가 　 　 　 　 1,469 2,238 3,707 4,894 6,745

판관비 　 　 　 　 316 482 798 1,053 1,452

영업이익 　 　 　 　 311 474 786 1,037 1,429

법인세 등 　 　 　 　 42 75 137 187 266

감가상각비

등
　 　 　 　 182 276 458 605 833

운전자본증

감액
　 　 　 　 381 200 381 308 480

자본적지출

액
　 　 　 　 968 688 1,244 1,240 1,824

개발비지출

액
560 560 560 560 　 　 　 　 　

투자액회수 　 　 　 　 　 　 　 　 5,359

여유현금흐

름
-560 -560 -560 -560 -898 -211 -519 -93 5,052

현가계수 0.9606 0.9606 0.9606 0.9228 0.8864 0.8515 0.8180 0.7858 0.7548

현재가치 -538 -538 -538 -517 -796 -180 -424 -73 3,813

NPV 209

IRR 4.86%

ROI 109.80
%
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(4) 경제적 파급효과

(가) 생산유발효과

① 대상기술의 개발 사업으로 인한 산업전반에 걸친 경제적 파급효과를 객관적으로 추정

하기 위해 한국은행의 산업연관분석을 이용하여 평가하였다. 대상기술이 속한 첨단기

술업종의 생산유발계수 및 사업화 이후 5년간 생산유발효과는 다음과 같다.

[표] 생산유발효과

(단위: 백만 원)

산업분야 첨단기술업종 생산유발계수 1.119

구 분　 2019년 2020년 2021년 2022년 2023년 합계

매출 추정액 2,097 3,194 5,290 6,984 9,626 27,191

생산유발효과 2,347 3,574 5,920 7,815 10,771 30,427

② 생산유발계수는 어떤 산업부문의 최종수요가 한 단위 증가하였을 때 이를 충족시키기

위하여 각 산업부문에서 직/간접적으로 유발되는 생산액 수준을 나타내며, 추정되는

매출액에 대한 산업전반의 생산유발 효과는 5년간 총 30,427백만 원에 이르는 것으로

분석된다.

(나) 부가가치유발효과

① 부가가치유발계수는 어떤 산업부문의 최종수요가 한 단위 발생할 경우 각산업부문에

서 직·간접으로 유발되는 부가가치 단위를 나타낸다. 연도별 부가가치유발효과는 부가

가치유발계수에 해당연도 추정매출액을 곱하여 나타낸 값으로, 대상기술이 속한 첨단

기술업종 분야의 부가가치유발계수는 0.619이고, 사업화 이후 5년간 부가가치유발효과

는 총 16,831백만 원에 이르는 것으로 분석된다.

[표] 부가가치유발효과

(단위: 백만 원)

산업분야 첨단기술업종 부가가치유발계수 0.619

구 분　 2019년 2020년 2021년 2022년 2023년 합계

매출 추정액 2,097 3,194 5,290 6,984 9,626 27,191

부가가치유발효과 1,298 1,977 3,275 4,323 5,958 16,831
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(다) 취업유발효과

[표] 취업유발효과

(단위: 백만 원)

산업분야 첨단기술업종 고용유발계수 8.96/10억원

구 분　 2019년 2020년 2021년 2022년 2023년 합계

매출 추정액 2,097 3,194 5,290 6,984 9,626 27,191

고용유발효과 19 29 47 63 86 244

① 취업유발계수는 어떤 산업부문의 최종수요가 일정금액(10억 원) 증가할 경우 각 산업

부문에서 직·간접으로 유발되는 고용지수를 나타낸다. 대상기술이 속한 전기변환·공급

제어장치 분야의 취업유발계수는 매출 10억 원당 8.96명이고, 사업화 이후 5년간 약

244명의 취업유발효과가 예상된다.

다. 결론

(1) 생산성

자연재배방식과 조직배양방식의 차이를 알아보고, 각 방식별 생산면적, 생산량 및 생산

단가 등을 비교 분석해본 결과 자연 재배방식의 단위 면적당 생산량은 29.98kg/ha, 생

산단가는 414,246원이며 조직배양방식의 단위면적당 생산량은 600kg/ha, 생산단가는 0

원으로 생산성은 매우 높다고 볼 수 있다.

(2) 경제성

예상 매출액을 기준으로 순현재가치(NPV)는 209백만 원이며, 내부수익률(IRR)은

4.86%, 투자수익률(ROI)는 109.80%로 수익성이 있다고 볼 수 있다.
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2절. 제1협동: 고기능성약용식물의 유효성분 분석 및 표준추출물

개발 (한국한의학 연구원)

1. 산삼배양근의 유효성분 분리

가. 활성 추적에 따른 분획화

(1) 시험 방법

(가) 건조 산삼배양근 50 g에 10배의 물, 30% 에탄올, 70% 에탄올을 각각 가하여 3 시간

동안 환류 추출한 후, 감압건조하였음.

(나) 유효성분 추적을 위하여 open column chromatrography를 수행하였음

① 고정상 : D101

② 이동상 : 0%, 10%, 20%, 30%, 50%, 100% ethanol solution

(다) 유효성분 추적을 위하여 in vitro 효능 평가를 수행하였음.

① 혈소판 응집 분석기 (Aggregometer)를 이용한 탁도 측정법 이용

② Rat의 혈액에서 혈소판 분리 후 시료를 넣고 2분간 배양

③ collagen (7㎍/㎖)을 첨가하여 혈소판 응집반응을 5분간 측정

④ Inhibition (%) = (A-B/A)×100

A: Control의 응집능 (%)

B: 시료처리시 응집능 (%)

(2) 산삼배양근 추출 조건 확립

(가) 건조 산삼배양근 50g에 10배의 용매를 가하여 3시간 동안 환류 추출한 후, 감압건조

하였음.

추출용매 수율 (%)

100% 물 23.2

30% 에탄올 21.2

70% 에탄올 21.0

(3) 산삼배양근 분획물 제조

(가) 가장 좋은 효과를 보인 100% 물 추출물을 이용하여 D101 resin을 이용하여 이동상

중의 에탄올 비율을 높여가며 분획물을 제조하였음.

이동상 에탄올 비율 (%) 수율 (%)

0 20.7
10 0.84
20 0.63
30 0.58
50 0.65
100 1.15
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(4) 산삼배양근 분획물의 in vitro 혈소판 응집 저해활성 측정

(가) 혈소판 응집 분석기 (Aggregometer)를 이용한 탁도 측정법을 이용하여 각 분획물의

혈소판응집저해율을 평가하였음.

Sample 농도 (ug/mL) 저해율 (%)

0% EtOH Fr. 400 -

10% EtOH Fr. 400 -

20% EtOH Fr. 400 12.7

30% EtOH Fr. 400 32.7

50% EtOH Fr. 400 7.3

100% EtOH Fr. 400 -

Aspirin 100 92.7

나. 추출물 및 분획물의 성분 분석

(1) 시험 방법

(가) 각 시료 및 분획물의 패턴 분석을 위하여 HPLC 분석을 수행하였음.

① Column : Thermo Scientific AcclaimTM Polar Advantage II, C18, 5um, 120Å,

4.6×250mm

② Mobile phase

㉮ Water

㉯ Acetonitrile

RT A B
0 90 10

120 50 50
130 0 100
135 0 100
140 90 10
145 90 10

③ Flow rate : 1.5 mL/min

④ Column Temperature : 40℃

⑤ Injection volume : 10㎕

⑥ Detection : PDA

⑦ Quantification : 205 nm

(2) 산삼배양근 용매별 추출물의 HPLC 패턴비교

(가) 각 용매별 추출물을 20 mg/mL solution으로 제조한 후, HPLC-PDA를 이용한 프로

파일링 및 정량분석을 수행하였음.
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(나) 정량 가능한 13종의 ginsenosides에 대하여 정량분석을 수행하였음.

　

　
RT

Conc. (%)

SWE S3E S7E

NG R1 26.212 0.4 0.4 0.3 

PNG 28.198 3.3 5.6 6.3 

Re 29.731 2.8 4.2 4.4 

Rf 42.716 　- 0.1 0.2 

Rh1 47.342 0.4 0.4 0.0 

Rg2 48.824 0.6 1.0 1.0 

Rb1 54.807 4.0 7.9 8.9 

Rc 56.621 0.7 1.2 2.1 

Rb2 58.95 2.4 5.4 5.9 

Rb3 59.801 0.3 0.7 0.8 

Rd 61.683 1.7 4.2 4.9 

F2 73.157 0.3 　- 　-

Rg3 76.549 0.5 0.1 　-

Rg5 92.209 1.2 　- 　-

NG R1: Notoginsenoside R1, PNG : Panax notoginsenosides

(다) 산삼배양근 분획물의 각각의 HPLC 프로파일링을 수행하였음.
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SE_D0; 0% EtOH Fr.; SE_D10; 10% EtOH Fr.;

SE_D20; 20% EtOH Fr.; SE_D30; 30% EtOH Fr.;

SE_D50; 50% EtOH Fr.; SE_D100; 100% EtOH Fr.

(라) 정량 가능한 10종의 ginsenosides에 대하여 정량분석을 수행하였음.
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Conc. (%)

SE_D0 SE_D10 SE_D20 SE_D30 SE_D50 SE_D100

NGR1 - - - - 2.1 6.8
PNG - - - 2.5 10.8 -
Re - - - - 2.3 -
Rf - - - - 0.6 1.9
Rh1 - - - - 2.4 5.5
Rg2 - - - - 5.7 7.2
Rb2 - - - - - 0.7
Rb3 - - - - - 0.2
Rd - - - - - 4.1
Rg5 - - - - - 1.7

NG R1: Notoginsenoside R1, PNG : Panax notoginsenosides

(3) 산삼배양근 추출액 중 지표성분 정량 분석

(가) 생산단계별 산삼배양근 추출액의 지표성분 ginsenside Rg3 및 Compound K 함량 분

석

① Ginsenoside Rg3, 20R-Rg3, compound K의 직선성을 확인한 결과, 62.5 ~ 1000

µg/mL 농도 수준에서 각각 0.9999, 1.0, 1.0의 R2값을 보여 해당 농도에서의 정량이

용이함을 확인하였음.

② 표준용액과의 UV spectrum, retention time, molecular weight 확인 결과, Rg3,

20(R)-Rg3가 시료에 존재함을 확인하였고, 머무름시간이 유사한 compound K는 분자

량 확인 결과, 시료 중에 존재하지 않는 것을 확인하였음.
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③ 산삼배양근 추출물 제조 공정 중의 시료를 단계별로 샘플링하여 Rg3, 20R-Rg3,

compound K에 대하여 정량 분석을 수행한 결과, 아래와 같은 함량의 지표성분이 함

유되어 있음을 확인하였음.
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(4) 산삼배양근 추출물로부터 ginsenoside Rg3, compound K, Rk1, Rg5 동시분석법 개발

(가) 시험 방법

① Column : XBridgeTM, C18, 5µm, 4.6 × 250mm

② Mobile phase

㉮ Acetonitrile

㉯ Water

RT A B
0 50 50
20 50 50
21 52 48
31 52 48
35 100 0
40 50 50
45 50 50
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③ Flow rate : 1.0 mL/min

④ Column Temperature : 35℃

⑤ Injection volume : 10㎕

⑥ Detection : PDA

⑦ Quantification : 200 nm

(나) 지표성분 ginsenoside Rg3(Rg3), compound K(CK), ginsenoside Rk1(Rk1),

ginsenoside Rg5(Rg5)에 대하여 125 ~ 500 µg/mL의 농도 수준에서 직선서을 확인

한 결과, 각각 0.9997, 0.9996, 0.9998, 0.9996의 R2 값을 보여 해당 농도에서 유의한

직선성을 보임을 확인하였음.

(다) Rg3, CK, Rk1, Rg5에 대하여 500, 250, 125 µg/mL의 농도 수준에서 각각

chromatogram을 확인하였고, blank와 시료에서의 크로마토그램을 확인한 결과 4개

의 성분에서 모두 특이성이 확인되어 정량분석을 수행하였음.
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(라) 개발된 분석법을 이용하여 산삼배양근 농축물의 지표성분 정량분석을 수행한 결과,
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아래의 표와 같이 Rg3가 0.58%, Rk1이 0.70%, Rg5가 3.20% 함유되어 있음을 확인하

였음.

2. 에키네시아 배양근

가. 활성 추적에 따른 분획화

(1) 분석 조건

(가) 각 시료 및 분획물의 패턴 분석을 위하여 HPLC 분석을 수행함

① Column : INNO column, C18, 5um, 120Å, 4.6×250mm

② Mobile phase

㉮ 0.1% Trifluoroacetic acid

㉯ Acetonitrile

RT A B

0 90 10

60 10 90

65 0 100

70 0 100

75 90 10

80 90 10

③ Flow rate : 1.0 mL/min

④ Column Temperature : 40℃

⑤ Injection volume : 20㎕

⑥ Detection : PDA

(2) 에키네시아배양근 추출 조건 확립

(가) 건조 에키네시아배양근 10 g에 물, 30% 에탄올, 70% 에탄올 용매 15 배를 가하여 3

시간 동안 환류 추출한 후, 감압건조하였음.

추출용매 수율 (%)

100% 물 17.7

30% 에탄올 33.4

70% 에탄올 29.4

(나) 에키네시아 추출물의 주요성분을 확인 하였음.
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(다) 상기 HPLC/PDA 프로파일에서 보듯이 에키네시아 배양근의 주성분은 unknown 성분

과 chlorogenic acid, crypotochlorogenic acid, caffeic acid, chicoric acid 인 것으로

확인되었음.

(3) 에키네시아 부위별 추출물 및 배양근 추출물의 HPLC 프로파일 비교

(가) 분석 시료

① 에키네시아 뿌리 70% 에탄올 추출물

② 에키네시아 지상부 70% 에탄올 추출물

③ 에키네시아 배양근 70% 에탄올 추출물

④ 표준품 : 1,3-dicaffeoylquinic acid(cynarin), echinacoside, cichoric acid,

3,4-dicaffeoylquinic acid(Isochlorogenic acid B), 3,5-dicaffeoylquinic

acid(Isochlorogenic acid A), 4,5-dicaffeoylquinic acid(Isochlorogenic acid C)
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A:1,3-dicaffoylquinic acid, B:echinacoside, C:cichoric acid, D:3,4-dicaffeoylquinic acid,

E:3,5-dicaffeoylquinic acid, F:4,5-dicaffeoylquinic acid
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(나) 지표 성분 함량

함량 (%)

함량 (mg/g)
에키네시아 

뿌리

에키네시아 

배양근

에키네시아 

지상부

Cynarin 2.09 - -

Echinacoside 1.82 - -

Cichoric acid 15.07 83.55 12.40

Isochlorogenic acid B - 12.49 -

Isochlorogenic acid A - 3.12 -

Isochlorogenic acid C 0.84 4.57 -

(4) 에키네시아 배양근 분획 제조

(가) 에키네시아 배양근 (E. purpurea)의 유효성분 추적을 위하여 30% 에탄올 추출물을

이용하여 D101 column chromatography를 수행하여 100% water eluent부터 100%

ethanol eluent까지 총 10개의 분획물을 제조하였음.

분획물(g) 이동상 수율(%)

ECNCA_F1 3.38 loading 33.1

ECNCA_F2 1.04 water 10.2

ECNCA_F3 1.27 water 12.5

ECNFA_F4 0.49 10% ethanol 4.8

ECNFA_F5 0.71 10% ethanol 7.0

ECNFA_F6 0.56 20% ethanol 5.5

ECNFA_F7 0.43 20% ethanol 4.2

ECNFA_F8 0.48 30% ethanol 4.7

ECNFA_F10 0.74 50% ethanol 7.3

ECNFA_F11 0.53 100% ethanol 5.2
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함량(%)

Chlorogenic 

acid
Caffeic acid Echinacoside Cichoric acid

ECNCA_F1 - - - 0.1

ECNCA_F2 - - - 4.1

ECNCA_F3 - - - 42.5

ECNFA_F4 - - - 85.8

ECNFA_F5 - - - 73.9

ECNFA_F6 - - - 13.6

ECNFA_F7 3.4 - - -

ECNFA_F8 - - - -

ECNFA_F10 - 0.2 - -

ECNFA_F11 - - - -

3. 병풀 배양근

가. 유효성분 분석법 개발

(1) 분석 조건

(가) Column: Acquity UPLC BEH C18, 1.7 μm, 2.1 × 100 mm

(나) Mobile phase

① Water

② Acetonitrile

RT A B
0 80 20
5 65 35
15 35 65
25 0 100
27 80 20
30 80 20

(다) Flow rate: 0.5 mL/min
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(라) Column Temperature: 40℃

(마) Injection volume: 5 ㎕

(바) Detection: 200nm

(사) QDa condition

① Probe temperature : 600℃

② Capillary voltage : 0.8 kV

③ Ionization : ESI, Positive

④ Dynamic range : 500 – 1100

[그림] 병풀 부정근 분석 chromatogram

나. 병풀 부정근 추출물의 피부적용을 위한 생리활성 평가

(1) 병풀 부정근 추출물 제조

(가) 센텔라아시아티카 배양근의 유효성분 추적을 위하여 분쇄 후, 용매별 추출물을 제조

하였음.

(나) 건조 원물 10 g에 증류수와 70% 에탄올 용액을 각각 100 mL 씩 첨가하여 3시간 동

안 환류 추출한 후, 여과하고 감압 농축 및 동결건조하여 추출분말을 확보하였음.

(2) 항염증 효능 평가

(가) LPS로 염증반응을 유발한 RAW264.7 세포에서, 96 well plate에 2 × 105 cell/well로

분주하여 24시간 배양한 후, 시료를 처리하고 48시간 배양하여 MTT세포 생존율을

측정하였음. 그 결과는 하기 표에서 나타나는 바와 같이 병풀배양근 추출물들의 세포
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생존율은 100%에 근접하는 바, 세포 독성을 나타내지 않음을 알 수 있었음.

(나) LPS로 염증반응을 유발한 RAW264.7 세포에서, 96 well plate에 2 × 105 cell/well로

분주하여 24시간 배양한 후, 시료를 처리하고 48시간 배양하여 NO의 생성 억제 효과

를 확인하였음. 그 결과 병풀배양근 70% 에탄올 추출물에서 가장 높은 NO 생성 억

제 효과를 보임.

(3) 항균 효능 평가

(가) Propionibacterium acne 및 Staphylococcus epidermidis 균에 대하여 최소 생육 저해

농도를 확인함. P. acne 균은 혐기 조건의 37℃ 인큐베이터에서 reinforced clostridial

배지를 이용하여 배양하였으며, S. epidermidis는 호기 조건의 37℃ 인큐베이터에서

nutrient broth를 이용하여 배양하며, 시료의 항균 효과를 평가함.

(나) 센텔라아시아티카 및 센텔라아시아티카 부정근의 70% 에탄올 추출물에 대하여

Staphylococcus epidermidis와 Propionibacterium acne 균에 대한 항균활성을 평가

한 결과 효과가 없음이 확인되었음.
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(4) DPPH 라디칼 소거능 평가

(가) 0.1 mM 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 190 ㎕와 시료 10 ㎕를 첨가한 후, 암실에서

30분간 반응시킨 후, 517 nm에서 흡광도를 측정하여 라디칼 소거능을 평가함.

(나) 센텔라아시아티카 및 센텔라아시아티카 부정근의 70% 에탄올 추출물에 대한 DPPH

라디칼 소거 활성을 평가한 결과 부정근 추출물이 보다 강한 효과가 확인됨.

병풀 부정근 병풀
IC50

(㎍/mL)
18.5 ± 4.6 184.0 ± 9.8

(5) 미백 활성 평가

(가) 0.1 M sodium phosphate buffer 220 ㎕ 와 시료 20 ㎕를 첨가한 후, 1.5 mM

L-tyrosine 40 ㎕, 1,500 unit/mL로 제조된 mushroom tyrosinase 20 ㎕를 첨가한 후,

37℃에서 15분간 반응시킨 후, 490 nm에서 흡광도를 측정하여 생성된 dopachrome의

양을 평가함.

(나) 1000 ㎍/mL 농도 수준에서 센텔라아시아티카 추출물 및 센텔라아시아티카 부정근 추

출물의 tyrosinase 저해 효과를 평가한 결과 낮은 저해 효과가 있음이 확인되었음.

병풀 부정근 병풀

Inhibition
(%)

26.6 ± 1.7 30.6 ± 11.5

(다) 멜라닌 합성 억제 효과를 평가하기 위해 쥐의 멜라노마 세포(B-16 melanoma cell)의

배양액에 50, 100, 200 µg/mL 농도 수준으로 처리하고, 3일간 배양한 후 세포를 트립

신으로 처리하여 배양 용기로부터 세포를 떼어내 원심분리한 후, 멜라닌을 추출하였

음. 추출된 멜라닌에 수산화 나트륨용액(1N) 1mL을 가하여 약 10분동안 끓여 멜라닌

을 녹이고 400 nm에서 흡광도를 측정하여 생성된 멜라닌의 양을 단위 세포수당(106

cell)의 흡광도를 나타내는 방법으로 실험을 수행하였음

(라) 병풀추출물 및 병풀부정근추출물은 물 및 70%에탄올 추출물 모두 세포 독성을 보이

지 않았으며, 병풀 부정근 70%에탄올 추출물은 200, 100, 50 µg/mL 농도로 처리시

각각 78.8, 65.1, 46.8%의 멜라닌 생성 억제 효과를 보였음. 병풀 70%에탄올 추출물은

200, 100, 50 µg/mL 농도로 처리시 각각 65.4, 29.1, 22.5%의 멜라닌 생성 억제 효과
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를 보였음. 이상의 결과를 통하여 병풀부정근추출물은 첨가량 증가에 따라 멜라닌 색

소의 생성을 현저히 감소함이 확인되어 미백효과가 있음을 확인하였음.

(6) 주름 개선 효능 평가

(가) 주름개선 효능을 확인하기 위하여 MMP-1 및 MMP-3 단백질의 합성 저해 효과와

프로콜라겐 단백질의 합성 촉진 효과를 확인하였음. 40 mm 세포 배양 접시에 2㎖의

DMEM 배양액을 넣고, 인간섬유아세포를 약 1.2 × 105의 농도로 접종한 후 37℃, 5%

CO2 환경에서 24시간 동안 배양하였음. 그 후 UVB를 144 mJ/cm2 조건으로 조사한
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후, 시료를 포함한 배지로 교체하여 3일간 배양하고 배양액을 회수하여 4℃, 7500

rpm 환경에서 5분간 원심분리하여 MMP-1과 MMP-3의 단백질 발현량 변화를 확인

하였음.

(나) 자외선 조사 처리한 인간섬유아세포는 자외선 무처리군에 비해 MMP-1 단백질의 생

성량이 약 2배 증가하였으며, 자외선 조사 처리로 인한 MMP-1 단백질의 생성 증가

는 병풀부정근 70%에탄올 추출물, 병풀 70% 에탄올 추출물 200 µg/mL 농도로 처리

시 각각 58.6%, 23.1%의 MMP-1 단백질 생성 저해 효과를 나타내었으며, MMP-3

단백질의 생성량에 있어서도 병풀부정근 70%에탄올과 병풀 70%에탄올 추출물의 200

µg/mL 처리 시에 각각 36.9%와 22.3%의 단백질 생성 저해 효과가 있음을 확인함.

(다) 40mm 세포 배양 접시에 2㎖의 DMEM 배양액을 넣고, 인간섬유아세포를 약 1.2 ×

105의 농도로 접종한 후, 37℃, 5% CO2 환경에서 24시간 배양하였음. 그후 UVB를

144 mJ/cm2으로 조사하였고, 시료가 포함된 배지로 교체하여 3일간 배양하였음. 이후
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배양액을 회수하여 4℃, 7500 rpm으로 5분간 원심분리하여 타입 I 프로콜라겐

(Procollagen Type I C Peptide EIA Kit, Takara, Shiga, Japan)의 단백질 발현량 변

화를 확인함.

(라) 자외선 조사 처리한 인간섬유아세포는 자외선 무처리군에 비해 타입 1 프로콜라겐 단

백질의 생성이 현저하게 감소하였으며, 이렇게 감소된 타입 1 프로콜라겐 단백질의

생성 감소는 병풀부정근 70%에탄올 추출물 및 병풀 70%에탄올 추출물 200 µg/mL

처리 시 각각 127.5%와 96.6%의 타입 1 프로콜라겐 단백질의 생성 증가 효과를 나타

냄. 상기의 결과를 통하여 병풀배양근 70%에탄올 추출물은 TGF-β/Smad 신호전달체

계에 작용하여 타입 1 프로콜라겐의 생성을 촉진시키고, 콜라겐 분해 효소인 MMP-1

과 MMP-3의 발현을 억제하는 작용을 통해, 주름 생성을 효과적으로 예방하고, 생성

된 주름을 개선하는 효과가 있음을 확인함.
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제조공정 공정, 식품, 식품첨가물

원재료 산삼배양근 건조물

↓

1차 추출
발효주정:물(70:25) 혼합용매,

60℃, 8시간

↓

여과 및 회수 300 mesh

↓

1차 여과 회수물

2차 추출
열수, 60℃, 8시간

↓

여과 300 mesh

↓

1차, 2차 추출물

혼합, 농축
진공농축

↓

여과 300 mesh

↓

최종 농축 진공농축, 60 Brix

3절. 제 2협동기관: 기능성원료 인허가 및 제품화를 통한 배양근의

산업화 기술개발 (동국제약)

1. 연구개발 수행 내용 및 방법

가. 산삼배양근추출물농축액의 제조

(1) 원재료: 산삼배양근(Adventitious roots of mountain ginseng)

원재료명 산삼(Mountain ginseng)

학명 Panax Ginseng C.A Meyer

원산지 대한민국

채취장소 강원도 오대산

채취시기 2002년 10월 25일

사용부위 뿌리

(2) 원재료의 기원

(3) 원재료의 제조원: 충북대학교

(4) 제조공정
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나. 산삼배양근 추출물 농축액의 지표물질 분석법 확립

(1) 지표물질 분석조건 설정 및 시험법 밸리데이션

(가) 지표성분

일반명 Rg3(S) Rk1 Rg5
CAS No. 14197-60-5 494753-69-4 186763-78-0
분자식 C42H72O13 C42H70O12 C42H70O12
분자량 785.01 767.00 767.00
제조사 Chromadex Chromadex Chromadex

구조식

(나) 분석방법

① 분석장비: HPLC(Agilent)

② 컬럼: C18(250x4.6mm, 5㎛, YMC)

③ 기기분석 조건

Method

Flow 1.0ml/min

Detector UV 200nm

Oven
temperature 35℃

Injection 10㎕

Mobile phase

시간

(min)
A(ACN) B(Water)

0 50 50

20 50 50

21 52 48

31 52 48

35 100 0

40 50 50

45 50 50

(다) 실시항목 및 기준

실시항목 및 기준은 건강기능식품 기능성 원료 및 기준·규격 인정에 관한 규정에 따

라 진행하였다.
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No. 항목 기준

1 시스템적합성
피크면적의 상대표준편차는 2.0% 이하

피크유지시간의 상대표준편차는 2.0% 이하

2 특이성
Rg3, Rk1, Rg5 검출시간에 영향을 주는

인자가 없어야 한다.
3 직선성 상관계수(R2)=0.99 이상
4 정확성 회수율 평균 : 100 ± 5.0%

5 정밀성 상대표준편차 2.0%　이하

(라) 시험방법

① 시스템 적합성

㉮ Rg3, Rg5, Rk1 각각의 농도 100µg/mL 에 해당하는 농도로 조제된 표준액을(시험농

도. 100%) 6회 반복 분석하였다.

② 특이성

㉮ 산삼배양근추출물농축액 1g을 정밀하게 달아 증류수로 용해하여 정확하게 50Ml로 하

고 그 액을 25℃에서 20분간 초음파 추출한 후, 0.45µm필터로 여과하여 검액으로 한

다. 증류수를 넣고 잘 녹지 않을 경우 초음파추출을 한다. Rg3, Rk1, Rg5 표준품

1mg을 정밀하게 달아 메탄올로 용해하여 정확하게 10mL로 하여 표준액으로 한다.

검액 및 표준액을 가지고 다음 조건에서 액체크로마토그래프법에 따라 시험하여 각

각의 주피크면적 AT 및 AS를 측정한다.

③ 직선성

㉮ Rg3, Rk1, Rg5 표준품을 가지고 Rg3, Rk1, Rg5 농도로서 60?g/mL, 80?g/mL,

100?g/mL, 120?g/mL, 140?g/mL로 조제한 표준액(시험농도 60%, 80%, 100%, 120%,

140%)을 각각 3회씩 입하여 얻어진 peak area를 가지고 회귀곡선을 구한다.

④ 정확성

㉮ Rg3, Rk1, Rg5 표준품을 가지고 Rg3, Rk1, Rg5 농도로서 80?g/mL, 100?g/mL,

120?g/mL 로 조제한 표준액(시험농도 80%, 100%, 120%)을 각각3회씩 주입하여 얻

어진 peak area를 가지고 회수율을 구한다.

⑤ 정밀성

㉮ 재현성

․산삼배양근추출물농축액으로서 농도 16mg/mL, 20mg/mL, 24mg/mL 조제한 검액을

(시험농도 80%, 100%, 120%) 각각3회씩 주입하여 얻어진 Data의 peak area 및 peak

용리 시간의 평균, 표준 편차 및 상대 표준 편차를 구한다.

㉯ 실험실내 정밀성

․산삼배양근추출물농축액 함량 시험법에 의해 조제된 검액 및 표준액을 가지고 분석

날짜를 변경하여 함량 시험을 진행한다.
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(마) 실험결과

① 지표성분 규격 설정

지표성분(Rg3, Rk1, Rg5) 함량 규격 설정을 완료하였다. 기존 고시형 원료인 홍삼농축

액의 지표성분(Rg1, Rb1, Rg3)과 다른 규격을 확립하였다.

지표성분 함량 기준

Rg3 4.5mg/g 이상

Rg5+Rk1 54mg/g 이상

<지표성분 규격설정>

② 시험법 밸리데이션

㉮ 특이성

․Blank solution(methanol, water)의 크로마토그램에는 Rg3, Rk1, Rg5 peak가 검출되

는 위치에 어떠한 peak도 검출되지 않음을 확인함

․표준물질에 대한 Rg3, Rk1, Rg5의 머무름시간은 8.434, 22.869, 24.994분이고, 분리된

피크 정점에서의 DAD스펙트럼의 특이 파장은 모두 200nm임을 확인함

․산삼배양근추출물농축액에 대한 Rg3, Rk1, Rg5의 머무름시간은 8.344, 22.894,

25.042분이고, 분리된 피크 정점에서의 DAD스펙트럼 특이 파장은 모두 200nm임을

확인함

․따라서 표준품과 기능성 원료의 HPLC profile에서 분리된 피크의 머무름시간과 특이

파장이 동일함을 확인함

㉯ 직선성

․Rg3(S)를 60~140μg/mL 농도 범위 내에서 HPLC 분석하여 회귀식과 상관계수를 구

함

․상관계수(r2)은 0.99797이며 회귀곡선에 의한 실측치와 기대치간의 잔차 표준편차는

95% 신뢰구간 이내로 적합하여 직선성이 검증됨

․Rk1을 60~140μg/mL 농도 범위 내에서 HPLC 분석하여 회귀식과 상관계수를 구함

․상관계수(r2)은 0.99655이며 회귀곡선에 의한 실측치와 기대치간의 잔차 표준편차 는

95% 신뢰구간 이내로 적합하여 직선성이 검증됨

․Rg5를 60~140μg/mL 농도 범위 내에서 HPLC 분석하여 회귀식과 상관계수를 구함

․상관계수(r2)은 0.99754이며 회귀곡선에 의한 실측치와 기대치간의 잔차 표준편차는

95% 신뢰구간 이내로 적합하여 직선성이 검증됨

㉰ 정밀성 : 재현성

․Rg3(S)의 RSD는 0.9~1.7%로 나타남
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․Rk1의 RSD는 1.2~1.5%로 나타남

․Rg5의 RSD는 0.4~1.3%로 나타남

․RSD는 모두 2.0% 이내로 적합함

㉱ 정밀성 : 실험실내 정밀성

․RSD는 모두 2.0% 이내로 적합함

[그림] 특이성
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[그림] 직선성

구분 80% 100% 120%

농도(㎍/mL) 80 100 120

Injection 1 99.716 98.374 99.043

Injection 2 98.458 101.623 93.132
Injection 3 98.801 108.830 96.183

평균

회수율(%)
98.991 102.942 96.119

전체 평균

회수율(%)
99.351

회수율

구간(%)
96.119~102.942

[그림] Rg3(S) 정확성
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구분 80% 100% 120%

농도(㎍/mL) 80 100 120

Injection 1 102.151 100.306 101.303
Injection 2 101.594 111.253 102.788

Injection 3 106.924 97.123 102.152
평균

회수율(%) 103.556 102.894 102.081

전체 평균
회수율(%)

102.844

회수율
구간(%) 102.081~103.556

[그림] Rk1 정확성

구분 80% 100% 120%

농도(㎍/mL) 80 100 120

Injection 1 100.148 102.731 101.371
Injection 2 99.537 103.172 98.680
Injection 3 102.032 106.577 100.645

평균
회수율(%) 100.572 104.160 100.232

전체 평균
회수율(%) 101.655

회수율
구간(%) 100.232~104.160

[그림] Rg5 정확성

구분 1 2 3

농도(㎍/mL) 80 100 120
Injection 1 431.60 567.10 806.10
Injection 2 430.70 574.60 814.30
Injection 3 444.30 560.70 821.30
Average 435.53 567.47 813.90
S.D 7.61 6.96 7.61

%RSD 1.7 1.2 0.9

[그림] Rg3(S) 정밀성

[표] Rk1 정밀성

구분 1 2 3

농도(㎍/mL) 80 100 120

Injection 1 1183.80 1553.90 1776.20

Injection 2 1157.50 1540.70 1802.80

Injection 3 1178.50 1508.00 1821.00

Average 1173.27 1534.20 1800.00

S.D 13.91 23.63 22.53

%RSD 1.2 1.5 1.3
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[표] Rg5 정밀성

구분 1 2 3

농도(㎍/mL) 80 100 120

Injection 1 1555.20 1952.70 2332.30

Injection 2 1549.20 1960.20 2350.70

Injection 3 1587.40 1944.70 2364.20

Average 1563.93 1952.53 2349.07

S.D 20.54 7.75 16.01

%RSD 1.3 0.4 0.7

[표] 실험실내 정밀성

분석자
함량(mg/g)

Rg3(S) Rk1 Rg5

KYE

4.77 36.96 6.97

4.83 36.99 6.93

4.76 37.02 6.82

4.77 36.35 6.92

4.90 37.14 6.91

HSM

4.66 38.90 6.64

4.90 37.93 6.78

4.86 37.18 6.57

4.92 37.49 6.74

4.97 37.22 6.76

분석값(mg/g) 4.83 37.32 6.80

S.D 0.09 0.68 0.13

RSD(%) 1.92 1.83 1.93

다. 산삼배양근 추출물 농축액의 독성평가

(1) 설치류 단회투여 독성시험

(가) 재료 및 방법

① 시약 및 재료

㉮ 시험물질은 산삼배양근 추출물 농충액(동국제약 생명과학연구소)이며 부형제로 멸균

주사용수(대한약품공업(주))를 사용하였다.

② 실험동물

㉮ 실험동물은 ㈜오리엔트 바이오에서 공급받은 특정병원체 부재(SPF) 랫드 (

Sprague-Dawley [Crl: CD(SD)])를 사용하였다.

㉯ 실험동물은 온도 23±3℃, 상대습도 55±15%, 환기횟수 10-20회/hr, 조명시간 12시간

(8h-20h) 및 조도 150-300Lux로 유지되는 ㈜켐온 비임상연구소 제2동물사육구역 2
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호실에서 사육되었다.

③ 실험방법

㉮ 시험에 사용된 랫드 수컷과 암컷 모두 8주령을 사용하였다. 시험군은 군당 10마리(암

수 각 5마리)로 평균 체중이 비슷하도록 무작위 분배하였다.

㉯ 본 시험물질을 2000 및 5000 mg/kg 용량으로 Sprague-Dawley 랫드 암수 각 1 마리

에 단회 예비 경구투여한 후 일반증상 및 체중을 관찰한 결과 특이사항은 관찰되지

않았다. 상기 결과를 바탕으로 시험물질이 건강기능식품임을 고려하여 5000 mg/kg을

고용량으로 설정하고 아래로 공비 2로 2개 군을 두었으며, 멸균주사용수만을 투여 하

는 부형제대조군을 설정하였다.

㉰ 투여 전에 하룻밤 절식(약 16-20 시간)시켜 위 내용물을 비운 후 경배부 피부를 고

정하고 경구투여용 존데를 장착한 주사관을 이용하여 위 내에 직접 투여하였다. 시험

물질 투여 후 약 4 시간 경과 후에 사료를 재급여하였다.

④ 실험결과

㉮ 본 시험은 시험물질 산삼배양근 추출물 농축액을 Sprague-Dawley 랫드에 단회 경구

투여하였을 때 나타나는 독성을 알아보기 위하여 수행하였다.

㉯ 본 시험에서 사망동물은 관찰되지 않았고, 체중 및 부검소견에서도 시험물질에 의한

영향은 관찰되지 않았다.

㉰ 5000 mg/kg 투여군에서 관찰된 설사는 고용량군 모든 동물에서 관찰되어 시험물질

에 의한 영향으로 판단하나, 절식 후 과량의 시험물질 투여에 의해 나타날 수 있는

증상이며, 체중 변화가 동반되지 않아 큰 의미는 없는 것으로 판단한다.

㉱ 이상의 결과로 보아, 시험물질 산삼배양근 추출물 농축액을 Sprague-Dawley 랫드에

5000 mg/kg 이하의 용량으로 단회 경구투여하였을 때 사망동물이 관찰되지 않았으

므로, 개략의 치사량(Approximate Lethal Dose, ALD)은 암수 모두 5000 mg/kg을

상회하는 것으로 판단한다.
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[표] 일반 증상

[표] 요검사
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[표] 장기중량
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(2) 설치류 2주 반복투여 독성시험

(가) 재료 및 방법

① 시약 및 재료

㉮ 시험물질은 산삼배양근 추출물 농충액(동국제약 생명과학연구소)이며 부형제로 멸균

주사용수(대한약품공업(주))를 사용하였다.

② 실험동물

㉮ 실험동물은 ㈜오리엔트 바이오에서 공급받은 특정병원체 부재(SPF) 랫드 (

Sprague-Dawley [Crl: CD(SD)])를 사용하였다.

㉯ 실험동물은 온도 23±3℃, 상대습도 55±15%, 환기횟수 10-20회/hr, 조명시간 12시간

(8h-20h) 및 조도 150-300Lux로 유지되는 ㈜켐온 비임상연구소 제2동물사육구역 2

호실에서 사육되었다.

③ 실험방법

㉮ 시험에 사용된 랫드 수컷과 암컷 모두 8주령을 사용하였다. 시험군은 군당 10마리(암

수 각 5마리)로 평균 체중이 비슷하도록 무작위 분배하였다.

㉯ 본 시험물질을 Sprague-Dawley 랫드에 5000 mg/kg 이하로 단회 투여한 독성시험

[㈜켐온시험번호: 16-RA-684] 결과, 사망은 관찰되지 않았고, 5000 mg/kg 투여군에

서 설사가 관찰 되었다.

㉰ 상기 결과를 바탕으로 4000 mg/kg/day를 최고용량으로 설정하고 아래로 공비 2로

세 군을 두었다. 또한 멸균주사용수만을 투여하는 부형제대조군을 설정하였다.

㉱ 경배부 피부를 고정하고 경구투여용 존데를 장착한 주사관을 이용하여 위 내에 직접

투여하였다.

(나) 실험결과

① 본 시험은 시험물질 산삼배양근 추출물 농축액을 Sprague-Dawley 랫드에 2 주간 반

복 경구투여 하였을 때 나타나는 독성을 검사하여 추후 실시할 반복투여 독성시험의

투여량 설정에 참고하기 위하여 실시하였다.

② 실험기간 동안 체중변화, 사료 및 물섭취량, 안과학적 검사, 혈액학적 및 혈액생화학적

검사, 부검 소견에서 시험물질에 의한 영향은 관찰되지 않았다.

③ 일반증상에서 관찰된 시험물질색변은 4000 mg/kg/day 투여군 전 례에서 관찰되어 시

험물질에 의한 영향으로 판단하며, 이는 색상을 띄는 시험물질 또는 그 대사체가 변으

로 배설되면서 관찰된 것으로 추정한다.
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④ 장기중량 중 2000 mg/kg/day 이상 투여군 수컷에서 좌우측 신장의 절대 및 상대중량

의 증가는 용량-반응 상관성 있는 변화 경향 또는 유의적인 변화였기 때문에 시험물

질에 의한 영향으로 판단한다. 또한, 요검사 항목 중 1000 mg/kg/day 이상 투여군 수

컷에서 관찰된 KET 및 SG의 증가, 1000 및 2000 mg/kg/day 투여군 수컷에서 관찰

된 pH의 감소는 용량-반응 상관성이 뚜렷하지 않아 시험물질에 의한 영향이라고 판

단하기는 어려우나, 상기 신장 중량 증가와 연관된 변화일 가능성이 있을 것으로 추정

한다.

⑤ 이상의 결과로 보아, 산삼배양근 추출물 농축액을 Sprague-Dawley 랫드에 4000

mg/kg/day 이하 의 용량으로 2 주간 반복 경구투여하였을 때, 2000 mg/kg/day 이상

투여군 수컷에서 신장 중량의 증가가 관찰된 점을 고려하여, 추후에 실시할 13 주간

반복 경구투여 독성시험에서는 시험물질에 의한 변화가 나타날 것으로 예상되는 3000

mg/kg/day를 고용량으로 설정하는 것이 좋을 것으로 사료된다.

[표] 일반증상
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[표] 요검사
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[표] 장기 중량
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(3) 비설치류 단회투여 독성시험

(가) 재료 및 방법

① 시약 및 재료

㉮ 시험물질은 산삼배양근 추출물 농충액(동국제약 생명과학연구소)이며 별도의 조제 없

이 동물 체중에 맞게 각각의 시험물질을 칭량한 후 경구투여용 젤라틴 캡슐 (현대사

이언스)에 충진하였다. 캡슐 충진작업은 투여 직전에 수행하였다.

② 실험동물

㉮ 실험동물은 ㈜오리엔트 바이오에서 공급받은 특정병원체 Beagle dog를 사용하

였다.

㉯ 실험동물은 온도 23±3℃, 상대습도 55±15%, 환기횟수 10-20회/hr, 조명시간 12시간

(8h-20h) 및 조도 150-300Lux로 유지되는 ㈜켐온 비임상연구소 제2동물사육구역 2

호실에서 사육되었다.

③ 실험방법

㉮ 시험에 사용된 Beagle dog 수컷과 암컷 모두 약 5.5 ~ 6.6 월령을 사용하였다. 시험

군은 군당 2마리(암수 각 1마리)로 평균 체중이 비슷하도록 무작위 분배하였다.

㉯ 본 시험물질을 500 및 1000 mg/kg 용량으로 Beagle dog 암수 각 1 마리에 단회 예

비 경구 투여한 후 일반증상 및 체중을 관찰한 결과 특이사항은 관찰되지 않았다.

㉰ 상기 결과를 바탕으로 시험물질이 건강기능식품임을 고려하여 1 차 투여의 투여량을

1000 및 2000 mg/kg, 2 차 투여의 투여량을 3000 및 4000 mg/kg으로 설정하였다.

㉱ 투여 전에 하룻밤(16-20 시간)을 절식시켜 위 내용물을 비우게 하였다. 동물을 사육

상자 내에서 자연스럽게 위치한 상태에서 입을 벌린 후 캡슐을 혀의 안쪽에 넣고 입

을 다물게 한 다음, 인후두부를 부드럽게 쓰다듬어 삼키도록 하였다. 사료는 투여 후

약 4 시간째에 급여하였다.

(나) 실험결과

① 본 시험은 시험물질 산삼배양근 추출물 농축액을 Beagle dog에 DE (dose escalation)

법을 이용하여 단회 경구투여하였을 때 나타나는 독성을 조사하기 위하여 수행하였다.

② 본 시험에서 사망동물은 관찰되지 않았고, 체중 및 부검소견에서 시험물질에 의한 영

향은 관찰되지 않았다.

③ 일반증상에서 관찰된 시험물질 성상의 구토는 수컷에서 투여 후 짧은 시간 내에 관찰
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되었고, 용량-반응 상관성을 보이므로 시험물질에 의한 영향으로 판단한다. 다만, 일반

적으로 개 는 구토중추의 발달로 인하여 독성작용 없이 경미한 위장관 자극에 의해

구토가 유발될 수 있고 1-2), 본 시험에서 전신적인 이상증상이나 체중 변화, 부검에

서의 이상 소견 등이 동반되지 않았기 때문에 독성작용에 의한 것이 아닌 시험물질

고유의 맛, 냄새 등의 물리적 특성에 의한 것으로 생각된다.

④ 암컷의 경우, 시험물질 성상의 구토는 1000 mg/kg 투여군에서 투여 후 비교적 많은

시간 이 지난 후에 관찰되어 우발적인 변화로 판단하고, 2000 및 4000 mg/kg 투여군

에서는 관찰되지 않는 등 용량-반응 상관성이 결여된 점으로 보아 시험물질에 의한

영향은 아닌 것으로 판단한다.

⑤ 이상의 결과를 종합하여 볼 때, 시험물질 산삼배양근 추출물 농축액을 Beagle dog에

DE (dose escalation)법을 이용하여 단회 경구투여하였을 때, 본 시험조건하에서 시험

물질에 의한 영향으로 3000 및 4000 mg/kg 투여군 수컷에서 시험물질 성상의 구토가

관찰되었다.

⑥ 시험물질에 의한 영향이 관찰되지 않은 최대용량은 수컷에서 2000 mg/kg, 암컷에서

4000 mg/kg으로 판단한다.

[표] 일반증상
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(4) 설치류 13주간 반복 경구투여 독성시험 및 4주 회복시험

(가) 재료 및 방법

① 시약 및 재료

㉮ 시험물질은 산삼배양근 추출물 농충액(동국제약 생명과학연구소)이며 부형제로 멸균

주사용수(대한약품공업(주))를 사용하였다.

② 실험동물

㉮ 실험동물은 ㈜오리엔트 바이오에서 공급받은 특정병원체 부재(SPF) 랫드 (

Sprague-Dawley [Crl: CD(SD)])를 사용하였다.

㉯ 실험동물은 온도 23±3℃, 상대습도 55±15%, 환기횟수 10-20회/hr, 조명시간 12시간

(8h-20h) 및 조도 150-300Lux로 유지되는 ㈜켐온 비임상연구소 제2동물사육구역 2

호실에서 사육되었다.

[표] 시험군 구성

③ 실험방법

㉮ 시험에 사용된 랫드 수컷과 암컷 모두 6주령을 사용하였다. 평균 체중이 비슷하도록

선발 한 후 ‘시험군 구성’표와 같이 무작위 분배하였다.

㉯ 본 시험물질을 Sprague-Dawley 랫드에 4000 mg/kg/day 이하의 용량으로 2 주간 투

여하는 DRF 독성시험[㈜켐온 시험번호: 16-RR-685] 결과, 1000 mg/kg/day 이상 투

여군 수컷에서 요검사 항목 일부의 변화와 2000 mg/kg/day 이상 투여군 수컷에서

신장 중량의 증가가 관찰 되었다. 이를 바탕으로, 3000 mg/kg/day를 고용량군으로

설정하고, 아래로 공비 2로 두 개 군을 두었으며, 멸균주사용수만을 투여하는 부형제

대조군을 설정하였다.

㉰ 경배부 피부를 고정하고 경구투여용 존데를 장착한 syringe tube를 이용하여 위내에

직접 투여하였다.

(나) 실험결과

① 본 시험은 시험물질 산삼배양근 추출물 농축액을 Sprague-Dawley 랫드에 13 주간 반
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복 경구투여하였을 때 나타나는 독성을 검사하고, 4 주간의 회복기간에 나타나는 변화

를 확인하여 시험물질의 독성을 평가하고자 수행하였다.

② 본 시험에서 사료섭취량, 안과학적 검사, 요검사, 혈액학적 및 혈액생화학적 검사, 부

검소견, 조직 병리학적 검사에서 시험물질에 의한 변화는 관찰되지 않았다.

③ 일반증상 관찰 결과, 3000 mg/kg/day 투여군 암수에서 관찰된 유연과 시험물질색변은

투여기간 동안 지속적으로 관찰되었다. 이러한 유연은 시험물질의 맛이나 냄새 등 고

유의 성상에 의해 나타 나는 생리적인 작용으로 인해 나타나는 변화이며, 시험물질색

변은 시험물질 또는 그 대사체가 배설되는 과정에서 나타나는 증상이므로 상기의 변

화들은 독성학적으로 유해한 변화는 아닌 것으로 판단한다.

④ 체중측정 결과, 750 mg/kg/day 투여군 수컷에서 Day 28-91 에 관찰된 평균체중 및

증체량의 증가는 투여기간 동안 지속적으로 관찰되었고, 부검 전 체중 기준으로 부형

제대조군 대비 10 % 이상 증가하였지만, 용량-반응 상관성있게 관찰되지는 않았고,

조직병리학적 검사에서 연관된 변화가 관찰되지 않았으며, ㈜켐온의 Historical control

data10)의 정상범위 이내의 변화인 점으로 미루어 보아 독성학적으로 유해한 변화는

아닌 것으로 판단한다.

⑤ 물섭취량 측정 결과, 3000 mg/kg/day 투여군 수컷에서 Day 1-90 에 관찰된 물섭취량

의 증가는 용량-반응 상관성있게 관찰되지는 않았으나, 투여기간 동안 지속적으로 약

20% 정도 높게 관찰되었다. 그러나 요검사 및 조직병리학적 검사에서 신장과 연관된

변화가 관찰되지 않은 점으로 미루어보아 독성학적으로 유해한 변화는 아닌 것으로

판단한다.

⑥ 장기중량 측정 결과, 750 mg/kg/day 투여군 수컷에서 관찰된 폐 및 뇌의 절대중량의

증가는 체중 측정에서 관찰된 체중 및 증체량과 절식체중의 증가와 연관된 변화를 보

였으며, 750 mg/kg/day 이상 투여군 수컷에서 관찰된 심장 및 간장의 절대 중량의 증

가는 절식체중의 증가 및 증가 경향과 연관된 변화로 판단한다. 단, 이러한 변화들은

용량-반응 상관성있게 관찰되지 않았거나, 상대 중량에서 유의적인 차이가 관찰되지

않았고, 조직병리학적 검사에서 연관된 소견이 관찰되지 않은 점으로 미루어보아 독성

학적으로 유해한 변화는 아닌 것으로 판단한다.

⑦ 3000 mg/kg/day 투여군 암컷에서 관찰된 뇌하수체와 양측 신장의 절대 및 상대중량

의 증가는 용량-반응 상관성있게 관찰되었으나 조직병리학적 검사에서 연관된 변화가

관찰되지 않았으며, ㈜켐온의 Historical control data10)의 정상범위 이내의 변화인 점

으로 미루어보아 독성학적으로 유해한 변화는 아닌 것으로 판단한다.

⑧ 조직병리학적 검사 결과, 비장에서 관찰된 미만성 괴사는 혈전으로 인한 혈관폐색12)

으로 인해 비장 세포가 광범위하게 괴사된 것으로 사료된다. 이와 동일한 원인으로 형

성된 것으로 추정되는 혈관폐색으로 인하여 간세포 괴사도 유발된 것으로 여겨진다

11,13). 괴사된 간세포 처리를 위하여 쿠퍼세포의 증식과 염증세포 침윤 및 미세육아

종의 증식 등이 관찰되었는데 이는 비장의 괴사부 주위에서 관찰한 조직구와 다핵 거
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대세포의 침윤 등의 소견들과 서로 부합하는 것으로 여겨진다.

⑨ 간과 비장의 괴사소견은 용량-반응 상관성이 없으므로 자연발생적 병변으로 판단되어

시험물질에 의한 영향이 아닌 것으로 판단하였다.

⑩ 이상의 결과로 보아, 산삼배양근 추출물 농축액을 Sprague-Dawley 랫드에 13 주간

반복 경구투여하였을 때, 시험물질에 의한 변화로 750 mg/kg/day 투여군 수컷에서

체중 및 증체량의 증가가 관찰되었고, 750 mg/kg/day 투여군 수컷에서 폐 및 뇌의

절대중량의 증가, 750 mg/kg/day 이상 투여군 수컷에서 심장 및 간장의 절대 중량

및 절식체중의 증가가 관찰되었으나, 독성학적으로 유해한 변화는 아닌 것으로 판단

하였다.

⑪ 따라서 본 시험 조건 하에서 산삼배양근 추출물 농축액의 무독성량(no observed

adverse effect level, NOAEL)은 암수 모두 3000 mg/kg/day로 판단하고, 표적장기는

확인되지 않았다.
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[표] 일반 증상

[표] 체중변화
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[표] 사료섭취량
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[표] 물섭취량
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[표] 요검사
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[표] 혈액학적 검사
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[표] 혈액생화학적 검사
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[표] 장기중량
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[표] 부검소견
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[표] 조직병리학적 검사
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(5) 복귀돌연변이 시험

(가) 재료 및 방법

① 시약 및 재료

㉮ 시험물질은 산삼배양근 추출물 농충액(동국제약 생명과학연구소)이며 부형제로 멸균

주사용수(대한약품공업(주))를 사용하였다.

㉯ 양성대조물질은 2-Aminoanthracene (2-AA, Sigma-Aldrich Co.), Benzo[a]pyrene

(B[a]P, Sigma-Aldrich Co.), Sodium azide (SA, Sigma-Aldrich Co.),

2-Nitrofluorene (2-NF, Sigma-Aldrich Co.), 4-Nitroquinoline-1-oxide (4NQO,

Sigma-Aldrich Co.), Acridine Mutagen ICR 191 (ICR-191, Sigma-Aldrich Co.)을

사용하였다.

② 실험균주

㉮ 실히스티딘 요구성 균주인 Salmonella typhimurium TA100, TA1535, TA98, TA1537

(Maron and Ames, 1983) 및 트립토판 요구성 균주인 Escherichia coli WP2 uvrA

(Green and Muriel, 1976)를 사용하였다.

㉯ 실험에 사용된 균주는 Molecular toxicology, Inc. (157 Industrial Park Dr, Boone,

NC 28607, USA)에서 구입 후 ㈜켐온 비임상연구소에서 형질확인 후 계대배양한 것

을 시험에 사용하였다.

㉰ 시험을 위한 균주의 전배양에는 2.5 % Oxoid Nutrient broth No. 2를 사용하였다. 이

후 최소배지(Minimal glucose agar plate) 1.5 % Bacto agar (Difco)와

Vogel-Bonner medium E 및 2 % glucose를 함유한 것을 페트리디쉬(90 x 15 mm,

감마선 멸균)에 25 mL씩 분주한 것을 사용하였다. 대장균(E. coli)의 경우 위와 동일

한 최소배지에 0.1 % L-tryptophan액을 0.25 mL/L로 첨가한 것을 사용하였다.

㉱ Top agar는 0.6 % Bacto agar와 0.5 % NaCl로 조제하였으며, 살모넬라 균주용 top

agar에만 100 mL당 10 mL의 0.5 mM histidine-biotin 액을 첨가하였다.

③ 실험방법

㉮ 본 시험의 처리 농도는 예비시험[㈜켐온 시험번호: 16-VG-688P]에서 본시험과 같은

방법으로 전술한 5 종의 균주에 대하여 농도군당 1 개의 플레이트(평판)를 사용하여

대사활성계 적용 및 비적용 하에 시험물질을 처리하여 얻은 결과를 근거로 결정하였

다.

㉯ 예비시험에서는 5 - 5000 μg/plate의 8 단계 농도를 처리하였으며, 시험물질 처리 시

top agar와 혼합할 때 및 집락 계수 시 플레이트에 침전 생성 여부를 관찰하였다. 그

결과, 모든 농도군에서 처리 시 침전은 관찰되지 않았으며, 계수 시 플레이트에서도

침전, 세포독성 및 집락수의 증가는 관찰되지 않았다.

㉰ 따라서, 본시험에서는 다음과 시험군을 구성하고, 음성 및 양성대조군을 포함하며, 농
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도군당 3개의 플레이트를 사용하여 시험하였다.

(나) 실험결과

① 시험타당성 기준은 모두 만족하였다. 모든 시험균주에서 대사활성계 적용 여부에 상관

없이 최소 1 개 균주에서 시험물질 처리군의 평균 집락 수가 농도 의존적으로 증가하

거나, 1 개 이상의 농도에서 재현성 있는 증가는 관찰되지 않았으며, 이 결과는 양성

판정 기준을 만족시키지 못하였다.

② 따라서, 시험물질 산삼배양근 추출물 농축액은 본 시험조건 하에 사용한 시험 균주에

복귀돌연변이를 유발하지 않는 것으로 사료된다.
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[표]] 복귀돌연변이 시험
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(6) 염색체이상 시험

(가) 재료 및 방법

① 시약 및 재료

㉮ 시험물질은 산삼배양근 추출물 농충액(동국제약 생명과학연구소)이며 부형제로 멸균

주사용수(대한약품공업(주))를 사용하였다.

㉯ 대사활성계 적용 시는 Benzo[a]pyrene (B[a]P, Sigma-Aldrich Co.)을, 대사 활성계

비적용 시는 4-Nitroquinoline-1-oxide (4NQO, Sigma-Aldrich Co.)를 사용하였다.

② 실험세포주

㉮ 본 시험에는 암컷 Chinese hamster의 폐섬유아세포에서 유래한 CHL/IU 세포주를 사

용하였다.

㉯ 본 시험에서 사용한 세포주의 세포 증식률 및 핵형 검사는 ㈜켐온 비임상연구소에서

실시하였으며 그 결과, 염색체 modal number는 25 이며, 분열주기는 약 15.41 시간

이었다.

㉰ 배양액은 Minimum Essential Medium에 GlutaMax-I supplement,

penicillin-streptomycin 및 Fetal Bovine Serum을 첨가하여 사용하였다.

③ 실험방법

㉮ 본 시험의 처리 농도는 예비시험 [㈜켐온 시험번호: 16-VG-690P]에서 본시험과 같은

방법으로 대사활성계 적용 및 비적용 하에 시험물질을 처리하여 얻은 결과를 근거로

결정하였다.

㉯ 예비시험 결과 모든 처리계열의 모든 농도군에서 침전은 생성되지 않았다. 그러나 모

든 처리계열에서 세포독성이 관찰되었다. 따라서 본시험에서는 RICC 값이 45 ± 5 %

가 되는 높은 농도를 추정하여 고농도를 설정하고 처리계획표와 같이 시험군을 구성

하였다.

[표] 처리계획

(나) 실험결과

① 시험타당성 기준은 모두 만족하였다. 염색체이상을 계수한 결과, 처리 방법에 상관없

이 모든 시험물질 처리군에서 염색체의 구조적 및 수적 이상을 가진 중기상의 출현빈

도가 음성대조군에 비해 통계학적으로 유의하게 증가하지 않았으므로, 이 결과는 양성
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판정 기준을 만족시키지 못하였다.

② 따라서, 시험물질 산삼배양근 추출물 농축액은 CHL 세포에 염색체이상을 유발하지

않는 것으로 사료된다.

[표] 대사활성계 적용-6시간 처리
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[표] 대사활성계 비적용-6시간 처리
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[표] 대사활성계 비적용-24시간 처리
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(7) 소핵 시험

(가) 재료 및 방법

① 시약 및 재료

㉮ 시험물질은 산삼배양근 추출물 농충액(동국제약 생명과학연구소)이며 부형제로 멸균

주사용수(대한약품공업(주))를 사용하였다.

㉯ 양성 대조물질로 Cyclophosphamide monohydrate [CPA, Sigma-Aldrich Co.]를 사용

하였다.

② 실험동물

㉮ 실험동물은 ㈜샘타코 바이오코리아에서 공급받은 특정병원체 부재(SPF) 랫드

(Sprague-Dawley [Crl: CD(SD)])를 사용하였다.

㉯ 실험동물은 온도 23±3℃, 상대습도 55±15%, 환기횟수 10-20회/hr, 조명시간 12시간

(8h-20h),및 조도 150-300Lux로 유지되는 ㈜켐온 비임상연구소 제2동물사육구역 2호

실에서 사육되었다.

③ 실험방법

㉮ 투여량을 결정하기 위하여 동일종 동일주령의 동물을 사용하여 예비시험 [㈜켐온 시

험번호:16-RG-692P]을 실시하였다.

㉯ 예비시험에서는 투여액량을 10 mL/kg/day로, 시험물질 용량을 1250, 2500 및 5000

mg/kg/day로 설정하여 용량당 암수 각 3 마리에 2 일간 경구투여 하였고, 투여일을

포함하여 총 4 일간 관찰하였다.

㉰ 그 결과 모든 동물에서 특별한 육안적 이상소견은 관찰되지 않았으며 성별에 따른

현저한 독성의 차이도 없었다.

㉱ 따라서 본 시험에서는 8주령 수컷 동물을 사용하였으며, 예비시험 결과에 따라 체중

을 기준으로 5000 mg/kg/day를 본 시험의 고용량으로 설정하였고, 공비를 2 로 하여

‘시험군 구성’ 표와같이 시험군을 구성하였다.

[표] 시험군 구성
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(나) 실험결과

① 본 시험에 적용한 용량범위 내에서, 개체 당 2000 개의 PCE를 대상으로 MNPCE를

계수한 결과, 시험물질을 투여한 모든 군에서 음성대조군에 비해 통계학적으로 유의

하며 용량의존적으로 증가하거나, 한 용량 이상에서 확실한 양성반응을 나타내지 않

았으므로, 양성판정 기준을 만족시키지 못한 것으로 판단하였다.

② 따라서 시험물질 산삼배양근 추출물 농축액은 본 시험조건 하에서 수컷

Sprague-Dawley 랫드의 골수세포에 소핵을 유발하지 않는 것으로 사료된다.

[표] 소핵 유발빈도 및 세포독성

라. 산삼배양근 추출물 농축액의 혈행 개선 효능 평가

(1) 시험물질

(가) 시험물질인 산삼배양근추출물농축액(DK-MGAR101)은 동국제약㈜로부터 공급받아

냉장상태로 보관하면서 사용하였다. 시험물질에 대한 비교물질로는 홍삼추출물농축

액(extract of Korean red ginseng, ERG)을 사용하였으며, 혈행개선 시험에 대한 비

교물질로는 잘 알려진 혈행개선제 aspirin을 사용하였다.

(2) 실험동물

(가) Ex vivo 혈소판응집 억제시험용, 혈행 개선 시험용 동물로는 7주령 수컷 SD 랫드를

사용하였으며 약 1주간 순화과정을 거친 후 사용하였다. 동물실험실의 환경은 온도

22±2℃, 상대습도 40-70%, 환기횟수 12회/시간, 조명주기 12시간, 조도 150-300 Lux

로 조절되었다. 실험동물용 pellet형 고형사료를 급여하였으며, 음수는 멸균정제수를



- 166 -

자유롭게 섭취하도록 하였다. 본 실험은 충북대학교 실험동물연구지원센터 동물실험

윤리위원회(Institutional Animal Care and Use Committee, IACUC)의 승인 하에 동

기관의 표준작업지침서(Standard Operation Procedures, SOP)에 따라 수행되었다.

(3) 실험방법

(가) In vitro 혈소판 응집 억제 효능 평가

① 수컷 랫드로부터 항응고제 citrate dextrose 용액(0.8% citric acid, 2.2% trisodium

citrate 및 2% dextrose 함유)이 든 시험관에 혈액을 채취하였다. 혈액을 170 g에서 7

분간 원심분리하여 혈장을 얻은 후, 120 g에서 7분간 원심분리하여 남아있는 적혈구

를 제거하였다. 혈소판을 얻기 위해 350 g에서 원심분리하여 platelet-pour plasma

(PPP)는 제거하고, platelet-rich plasma (PRP)를 얻었다. 분리한 혈소판에 Tyrode´s

buffer(137 mM NaCl, 12 mM NaHCO3, 5.5 mM glucose, 2mM KCl, and 1mM

MgCl2 and NaHPO4, pH 7.4)를 첨가하여 3 x 108 platelets/mL의 washed platelets을

만들었다.

② 혈소판 응집을 aggregometer (Chrono-Log Co., Harbertown, PA, USA)를 사용하여

Born의 탁도측정 방법에 따라 측정하였다. 즉, washed platelets을 37℃의

aggregometer 내에서 1,200 rpm으로 교반하면서 CaCl2을 처리하여 pre-incubation한

후 산삼배양근추출물농축액(125, 250 또는 500 μg/mL) 및 홍삼추출물농축액(125, 250

또는 500 μg/mL)과 반응시켰다. 3분간 반응시킨 후 collagen (0.625 μg/mL),

adenosine diphosphate (ADP, 2.5 µM) 또는 thrombin (0.1 unit/mL)을 가하여 응집을

유도하면서 응집속도를 측정하였다. 용매만을 가한 100% 응집율에 대한 농도별 시험

물질 및 비교물질의 억제효과를 제시하였다.

(나) Ex vivo 혈소판 응집 억제 효능 평가

① 랫드(n = 6/group)에 산삼배양근추출물농축액 및 비교물질인 홍삼추출물농축액은 250

또는 500 mg/kg으로, 비교약물인 aspirin은 50 mg/kg으로 7일간 경구로 투여하였다.

마지막 투여 40분 후 1 g/5 mL/kg의 urethane을 근육 내로 투여하여 마취시키고, 랫

드로부터 항응고제 citrate dextrose 용액(0.8% citric acid, 2.2% trisodium citrate 및

2% dextrose 함유)이 든 시험관에 혈액을 채취하였다. 이후 in vitro에서와 같은 방법

으로 3 x 108platelets/mL의 washed platelets을 만들었다. Washed platelets을 37℃의

aggregometer 내에서 1,200 rpm으로 교반하면서 CaCl2을 처리하여 pre-incubation한

후 collagen (0.625 μg/mL) 또는 ADP (2.5 µM)를 가하여 응집을 유도하면서 8분간

응집속도를 측정하였다. 용매만을 투여한 대조군 동물의 응집율에 대한 농도별 시험물

질 및 비교물질의 억제효과를 제시하였다.

② 또한 dense granules 분비에 대한 산삼배양근추출물농축액 및 비교물질인 홍삼추출물

농축액의 ex vivo 효과에 확인하기 위해 ATP 분석을 진행하였다. 채취한 washed

platelets에 collagen (0.625 μg/mL) 또는 ADP (2.5 µM)를 가하여 응집을 유도하였으



- 167 -

며, 반응 종료 후 자극 반응물 시료를 원심분리하고, 상층액을 모아 분석에 사용하였

다. 혈소판 과립에서 분비된 ATP양은 ATP 분석 키트(Biomedical Research Service

Center, USA)를 사용하였으며 luminometer (GloMax 20/20; Promega, USA)로 측정

하였다.

(다) In vitro Thromboxane B2 생성 억제 효능 평가

① TXB2는 효능제에 의해 활성화 경로를 통해 혈소판 과립으로부터 분비되므로,

collagen 및 ADP로 혈소판응집을 유도하는 과정에서 측정하였다.

② In vitro에서는 랫드 혈소판(4 x 108cells/mL)을 37℃에서 3분간 시험물질(산삼배양근

추출물농축액 또는 홍삼추출물농축액)과 반응시킨 후 collagen (0.625 μg/mL) 및

ADP (2.5 µM)로 응집을 유도하였다. Indomethacin (100 µM)과 차가운 2.5 mM

EDTA로 반응을 정지시키고 12,000 g에서 5분간 원심분리한 후, TXB2생성량을

ELISA법으로 측정하였다. 용매만을 가미한 100% 생성량에 대한 농도별 시험물질

(125, 250 또는 500 μg/mL) 및 비교물질(200 μM indomethacin)의 억제효과를 제시하

였다.

(라) Ex vivo Thromboxane B2 생성 억제 효능 평가

① Ex vivo에서는 7일간 시험물질 투여 후 채취한 혈소판(4 x 108cells/mL)을 collagen

(0.625 μg/mL) 및 ADP (2.5 µM)로 응집을 유도하여 TXB2생성량을 ELISA법으로 측

정하였다. 용매만을 투여한 생성량에 대한 용량별 시험물질(250 또는 500 mg/kg) 및

비교물질(50 mg/kg aspirin)의 억제효과를 제시하였다.

(마) 혈액응고 억제효능 평가

① 혈액응고 억제효능 평가를 위한 혈액을 혈행 개선효능 평가 과정에서 시험물질(산삼

배양근추출물농축액 및 홍삼추출물농축액)을 3주간 경구투여한 랫드로부터 채취하였

다. 항응고제로 3.8% sodium citrate을 사용하여, sodium citrate : blood = 1 : 9의 비

율을 맞추어 채혈한 뒤, 2,500 rpm에서 15분간 원심분리하여 상등액만을 취하여 동물

용 혈액응고시간분석기 Vetscan VSPRO (Abaxis Inc., Union City, CA, USA)로

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

다.

(바) 혈행개선 효능 평가

① 랫드(n = 6~9/group)에 산삼배양근추출물농축액 및 홍삼추출물농축액은 각각 150,

250, 375 또는 500 mg/kg으로, 비교약물인 aspirin은 30 mg/kg으로 3주간 경구투여하

였다. 마지막 투여 40분 후 1 g/5 mL/kg의 urethane을 근육 내로 투여하여 마취시키

고, heating pad (36~37℃) 위에서 체온을 유지하며 우측 경동맥을 노출시킨 다음, 주

위 미주신경과 지방조직을 분리하였다. 혈관 위에 Laser doppler flow probe (AD

Instruments, Colorado Springs, CO, USA)를 장착하고 혈류측정기 상의 혈류 흐름을

확인하였다. 마지막 투여 후 1시간이 지난 시점에 35% FeCl3로 충분히 적신 3 x 5



- 168 -

mm의 Whatman No. 1 filter paper를 probe가 장착된 부위로부터 심장 쪽으로 약 5

mm 떨어진 동맥표면을 5분 동안 감싸 노출시킨 후 제거하였다. FeCl3적용시점부터

40분간 혈류를 기록하였다. 실질적인 혈관폐쇄시점(occlusion time)을 혈류량이 10%

로 감소하는 시간을 통계적인 regression curve를 통해 산출하였다. 40분간의 관찰이

종료되면 동맥을 적출하여 혈전의 형성 정도를 현미경으로 관찰하였다.

(사) 통계처리

① 모든 측정값은 평균±표준편차로 나타내었다. 일원분산분석(one-way ANOVA)로 분석

후 유의성이 관찰되면 Dunnett's multiple-range test 및 Fisher’s LSD test를 통하여

P<0.05의 수준에서 군간의 유의성을 검정하였다.

(4) 실험결과

(가) 혈소판 응집 억제 효능 평가

① 혈소판응집 억제효능을 평가하기 위해 in vitro로 혈소판에 시험물질(산삼배양근추출

물농축액및홍삼추출물농축액)을 반응시킨 결과, 시험물질 모두 혈소판응집을 용량의존

적으로 억제하는 것으로 확인되었다(Figure 1A). 산삼배양근추출물농축액은collagen

(0.625 μg/mL), ADP (2.5 µM) 및 thrombin (0.1 unit/mL)으로 유도한 혈소판응집 모

두에서 매우 유의적인 억제효능을 보인데 비해, 홍삼추출물농축액은 ADP로 유도된

혈소판응집에 가장 효과적인 것으로 나타났다. 특히, 농도에 따른 억제효능에 있어서

산삼배양근추출물농축액은 홍삼추출물농축액에 비해 훨씬 우수하였다.

② 시험물질(산삼배양근추출물농축액, 홍삼추출물농축액 및 aspirin)을 7일간 용량별로 경

구투여하고 채취한 혈소판으로 측정한 ex vivo 혈소판응집 억제효능 역시 유도된 혈

소판응집을 억제하였다(Figure 1B). 특히, 산삼배양근추출물농축액은 홍삼추출물농축

액에 비해 혈소판응집에 대한 억제력이 큰 것으로 나타났으며, 고용량(500 mg/kg)의

산삼배양근추출물농축액은 aspirin (50 mg/kg)과 유사한 효능을 보여주었다.

③ 혈소판이 활성화되면 alpha 및 dense granules을 분비하고, 이러한 dense granules 분

비는 세포 내 신호전달 경로를 통해 혈소판을 더욱 활성화시킨다. 혈소판 활성화의 초

기 단계는 ATP를 빠르게 분비하는 것이 특징을 이용하여 collagen과 ADP에 의해 유

도된 ATP 분석을 진행하였다. 그 결과, Figure 2에서 보듯이 산삼배양근추출물농축액

과 홍삼추출물농축액은 collagen과 ADP로 자극된 혈소판으로부터의 dense granules을

함유한 ATP 분비를 유의하게 억제하였다. 두 시험물질 모두 우수한 억제 효능을 보

여주었는데, 산삼배양근추출물농축액이 홍삼추출물농축액보다 약간 더 강한 것으로 나

타났다. 이러한 결과는 주어진 추출물이 혈소판 granules 분비를 차단함으로써 혈소판

응집을 억제함을 시사한다.
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Figure 1. Effects of the extract of Korean red ginseng (ERG) and DK-MGAR101 on

the agonist-stimulated platelet aggregation in vitro (A) and ex vivo (B). (A) Washed

platelets were pre-treated with either ERG, DK-MGAR101 or vehicle for 2 min in

presence of 1 mM CaCl2, and stimulated with collagen, ADP or thrombin for 8 min.

(B) Washed platelets obtained from vehicle, ERG, DK-MGAR101 or aspirin-treated

rats were incubated at 37°C with continuous stirring and stimulated with collagen or

ADP for 8 min. Graph represents the mean ± SEM of experiments performed on six

independent days with n=1 on each day. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared

with vehicle(FeCl3 alone) control (Dunnett's multiple-range test).
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Figure 2. Effects of the extract of Korean red ginseng (ERG) and DK-MGAR101

on ATP secretion ex vivo. Washed platelets obtained from vehicle, ERG,

DK-MGAR101 or aspirin-treated rats were incubated at 37°C with continuous

stirring and stimulated with collagen or ADP for 8 min. Following termination of

platelet aggregation reaction, the concentration of ATP was assessed using a

luminometer. Results represent the mean ± SEM of experiments performed on four

independent days with n=1 on each day. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001

compared with vehicle (FeCl3alone) control (Dunnett's multiple-range test).
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(나) Thromboxane B2 생성 억제 효능 평가

① Cyclooxygenase 경로를 통한 arachidonic acid로부터의 thromboxane A2(TXA2)생성은

혈소판 활성화를 위한 중요한 feedback loop mechanisms이다. 더욱이 TXA2는 지혈

중 혈소판 활성화를 매개체로 증폭한다. 그러나, 본 연구에서는 TXA2가 생리학적으로

불안정하기 때문에 대사산물인 thromboxane B2(TXB2)생성을 분석하였다. 그 결과, in

vitro에서 산삼배양근추출물농축액 및 홍삼추출물농축액이 collagen (0.625 μg/mL) 및

ADP (2.5 µM)로 유도된 TXB2생성을 용량의존적으로 유의하게 감소시키는 것으로 나

타났다(Figure 3A). 특히, 농도별 억제효과에 있어서 산삼배양근추출물농축액이홍삼추

출물농축액에 비해 훨씬 우수하였으며, 고농도(500 μg/ml)의 산삼배양근추출물농축액

은 indomethacin (200 μM)에 버금가는 효능을 보여주었다. Ex vivo에서도 산삼배양근

추출물농축액과 홍삼추출물농축액 모두 효과적으로 TXB2생성을 억제하였는 바, 산삼

배양근추출물농축액이 홍삼추출물농축액보다 상대적으로 우수하였다(Figure 3B).
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Figure 3. Effects of the extract of Korean red ginseng (ERG) and DK-MGAR101

on the thromboxane B2 production during platelet aggregation in vitro (A) and ex

vivo (B). (A) Washed platelets were pre-treated with either vehicle, ERG,

DK-MGAR101 or indomethacin for 2 min in presence of 1 mM CaCl2, and

stimulated with collagen or ADP for 8 min. (B) Washed platelets obtained from

vehicle, ERG, DK-MGAR101 or aspirin-treated rats were incubated at 37 °C with

continuous stirring and stimulated with collagen or ADP for 8 min. Aggregation

reaction was terminated by adding ice-cold 2.5mM EDTA and 100μM indomethacin.

The mixture was centrifuged, the supernatant used and the concentration of

thromboxaneB2(TXB2) was measured using a TXB2 EIA kit(Rrepresent resting

platelets). Bar graph shows the mean ± SEM of at least 3 independent experiments.

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 versus vehicle(FeCl3 alone) control (Dunnett's

multiple-range test).
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(다) 혈액응고 억제 효능 평가

① 랫드에 용량별로 산삼배양근추출물농축액, 홍삼추출물농축액(125, 250, 375 또는 500

mg/kg) 또는 비교물질인 aspirin (30 mg/kg)을 3주일간 경구투여한 뒤, FeCl3를 적용

한 혈행 개선효능 평가 후 혈액을 채취하여 혈액응고의 내인성 경로(prothrombin

time, PT)와 외인성 경로(activated partial thromboplastin time, aPTT)에 미치는 영

향을 분석하였다. 그 결과, PT는 홍삼추출물농축액(240~375 mg/kg)과 aspirin (30

mg/kg) 투여군에서 통계적으로 유의하지는 않으나 정제수만을 투여한 대조군(FeCl3유

발군)에 비해 응고시간이 다소 지연된 것으로 나타났다(Figure 4A). 반면, aPTT는 산

삼배양근추출물농축액, 홍삼추출물농축액 및 aspirin에 의해 증가하였는 바, 산삼배양

근추출물농축액이 홍삼추출물농축액에 비해 우수한 것으로 나타났다. 특히 250~375

mg/kg의 산삼배양근추출물농축액과 375 mg/kg의 홍삼추출물농축액은 aspirin (30

mg/kg)과 유사한 유의적인 효능을 보여주었다(Figure 4B). 따라서 산삼배양근추출물

농축액과 홍삼추출물농축액의 혈액응고 억제효과는 실질적으로 내인성 경로(PT)보다

는 외인성 경로(aPTT)를 통해 발현되는 것으로 여겨진다.
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Figure 4. Effects of the DK-MGAR101 and extract of Korean red ginseng (ERG)

on the blood clotting ex vivo. Prothrombin time (A) and activated partial

thromboplastin time (B) were measured using citrated blood (Veterinary Diagnostics

VetScan VSpro). *Significantly different from vehicle (FeCl3 alone) control(P<0.05,

Dunnett's multiple-range test). #Significantly different from vehicle(FeCl3 alone)

control(P<0.05, Fisher`s LSD test).
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(라) 혈행개선 효능

① 혈전 유발 전 3주간의 시험물질 투여 전 기간에 걸쳐 용매대조군(FeCl3 유발군), 산삼

배양근추출물농축액 및 홍삼추출물농축액 투여군의 모든 동물에서 이상증상은 관찰되

지 않았으며, 체중의 변화 또한 완만하게 증가하는 정상적인 상태를 나타냈다.

② 35%의 FeCl3를 적신 filter paper를 경동맥 표면에 5분간 감아 두었다가 뗀 후부터 동

맥 내 혈류를 측정한 결과, 혈류속도가 점차 느려져 약 30분 후에는 거의 흐름이 감지

되지 않았다(Figure 5). 이에 비해 산삼배양근추출물농축액 또는 홍삼추출물농축액을

3주간 경구투여한 동물에서는 용량의존적으로 혈류감소가 억제되었으며, 비교물질인

aspirin (30 mg/kg)에 의해서도 탁월한 혈행개선 효과가 확인되었다. 전체적인 혈류유

지 효능에 있어서 30 mg/kg aspirin > 500mg/kg산삼배양근추출물농축액 > 500

mg/kg 홍삼추출물농축액 = 375 mg/kg 산삼배양근추출물농축액 > 475 mg/kg 홍삼추

출물농축액 > 250 mg/kg 산삼배양근추출물농축액 ≥ 250 mg/kg 홍삼추출물농축액

> 125 mg/kg 산삼배양근추출물농축액 ≥ 125 mg/kg 홍삼추출물농축액의 순으로 우

수한 것으로 확인되었다.

③ 이러한 혈행 개선효과를 정량적으로 평가하기 위해 혈류가 10% 이하로 떨어져 실제

적으로 폐쇄된 것으로 여겨지는 혈관폐쇄 시간을 산정한 결과 용매대조군(FeCl3유발

군)에서의 26.0분에 비해, 125, 250, 375 및 500 mg/kg의 산삼배양근추출물농축액 투

여 후에는 각각 30.3분, 37.3분, 49.0분 및 62.3분으로, 125, 250, 375 및 500 mg/kg의

홍삼추출물농축액 투여 후에는 각각 29.6분, 35.3분, 41.5분 및 49.4분으로, 그리고 30

mg/kg aspirin 투여 후에는 76.6분으로 연장되었다(Figure 6). 따라서 산삼배양근추출

물농축액이홍삼추출물농축액에비해탁월한혈행개선효과를보여주었으며, 특히 500

mg/kg의 산삼배양근추출물농축액 투여 시 천연 추출물의 편차(개체차)가 상대적으로

컸지만 30 mg/kg의 aspirin에 버금가는 효능을 보여주었다.

④ FeCl3를 가한 후 40분간 혈류 측정을 마친 경동맥은 육안상으로 확인되는 혈전부위

를 기준으로 앞과 뒤 각각 1 mm의 간격으로 절단하여 혈관길이(mm)와 혈관무게

(mg)를 측정하여 thrombus 중량(mg/mm)을 산출하였다(Table 2). 그 결과, 대부분

의 시험물질 투여군에서 용매대조군(FeCl3유발군)의 0.99±0.08 mg/mm에 비해 낮은

수치를 나타냈다. 특히 약간 심한 개체차로 인해 용량의존성 변화는 명확하지 않았

지만, 산삼배양근추출물농축액은 375 mg/kg 이상에서, 홍삼추출물농축액은 250

mg/kg 이상에서 유의한 혈전중량의 감소가 확인되었다. Aspirin (30 mg/kg) 역시

유의한 혈전중량 경감효과가 나타났다.

⑤ FeCl3적용 40분 후 동맥을 적출하여 생성된 thrombi를 관찰한 결과, 용매대조군에서는

thrombi가 동맥 내강을 완전히 폐쇄하고 있었으나, 산삼배양근추출물농축액(250~500

mg/kg), 홍삼추출물농축액(250~500 mg/kg) 및 aspirin (30 mg/kg)을 투여한 군에서는

thrombi가 다소 느슨하게 형성되어 있었으며, 혈류흐름이 가능한 작은 platelet plugs
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가 다수 관찰됨에서 따라 platelet plugs에서 혈류흐름을 차단하는 blood clots

(thrombi)으로 가는 혈전 생성단계의 억제효과에 대한 가능성을 보여주었다(Figure 7).

⑥ 이들 thrombi 내의 platelet plugs와 blood clots이 차지하는 면적을 비율로 산출한 결

과, 용매대조군(FeCl3유발군)에서는 혈행이 가능한 platelet plugs가 20.88%를 차지하

는 데에 비해 aspirin은 42.32%로, DK-MGAR101 125, 250, 375 및 500 mg/kg에서는

각각 29.25%, 33.39%, 27.60% 및 37.22%로, ERG 125, 250, 375 및 500 mg/kg에서는

각각 20.57%, 26.21%, 35.80% 및 40.99%로 나타났다. 상대적인 비교에서 낮은 용량

(125-250 mg/kg)에서는 DK-MGAR101이, 고용량(375-500 mg/kg)에서는 ERG가 약

간 우수한 경향을 나타냈다. 그러나 고용량에서 platelet plugs의 절대적인 수치에서만

ERG가 더 높은 것으로 관찰되었고, platelet plugs와 blood clots의 전체 비율에서는

용매대조군(FeCl3유발군) 100%, DK-MGAR101 125, 250, 375 및 500 mg/kg에서는 각

각 99.61%, 91.99%, 86.12% 및 95.28%로, ERG 125, 250, 375 및 500 mg/kg에서는 각

각 98.24%, 100%, 99.05% 및 100%로 나타남으로써 이들의 비율을 감안하면 용량별

평균값을 기준으로 aspirin > DK-MGAR101 > ERG 순으로 platelet plugs 생성 비율

이 높은 것으로 나타났다(Figure 8).
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Figure 5. Time-course of carotid arterial blood flow following FeCl3 application

outside the arterial wall. DK-MGAR101, extract of Korean red ginseng (ERG) or

aspirin were orally administered for 3 weeks prior to FeCl3 exposure. ●, vehicle

(FeCl3-induced) control;▲, 125 mg/kg DK-MGAR101; ■, 250 mg/kg

DK-MGAR101; ▼, 375 mg/kg DK-MGAR101; ◆, 500 mg/kg DK-MGAR101; △,

125 mg/kg ERG; □, 250 mg/kg ERG; ▽, 375 mg/kg ERG; 500 mg/kg ◇, ERG; ○,

aspirin 30 mg/kg.

Figure 6. Time to occlusion of carotid arteries after application of FeCl3 outside the

arterial wall. DK-MGAR101, extract of Korean red ginseng (ERG) or aspirin were

orally administered for 3 weeks prior to FeCl3 exposure. *Significantly different

from vehicle(FeCl3 alone) control(P<0.05, Fisher`s LSD test).
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Table 2. Effects of the DK-MGAR101, extract of Korean red ginseng (ERG) or

aspirin (30 mg/kg) on the thrombus weights of rats orally administered for 3

weeks prior to FeCl3exposure.

Group Dose(mg/kg) Thrombus(mg/mm)

FeCl3 alone 0 0.99±0.08

DK-MGAR101

125 0.87±0.05

250 0.94±0.04

375 0.65±0.10*

500 0.77±0.05*

ERG

125 0.83±0.08

250 0.78±0.05*

375 0.67±0.04*

500 0.73±0.11*

Aspirin 30 0.78±0.06*

*Significantly different from vehicle (FeCl3alone)control(P<0.05, Fisher`s LSD test).

Figure 7. Representative findings of arterial thrombi produced by

FeCl3applicationoutsidethearterialwall.DK-MGAR101, extract of Korean red ginseng

(ERG) or aspirin (30 mg/kg) were orally administered for 3 weeks prior to

FeCl3exposure. ☆: platelet plug (gray), ★: blood clot (reddish).
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성분 배합비율(%) 제품함량(mL)
정제수 85 8.5

산삼배양근추출물농축액 15 1.5
합계 100 10

성분 배합비율(%) 제품함량(mL)
정제수 96.7 9.67
산삼향 3.0 0.3

카카오색소 0.3 0.03

합계 100 10

마. 산삼배양근추출물농축액의 인체적용시험 시제품 제작

(1) 제형 선정

(가) 액상 제형으로 스틱형 파우치 포장

(나) 인체적용시험 시험약으로 위약군과 본약 설정, 제조

(다) 제품 10ml 중 산삼배양근추출물농축액 1.5g 함유

(2) 시제품 제작

(가) 시험식품(DK-MGAR101) 제조

(나) 대조식품(Placebo) 제조

[그림] 인체적용시험용 시험식품 및 대조식품 제작

바. 산삼배양근 추출물 농축액의 인체적용시험

(1) 시험목적

대사증후군 대상자에서 산삼배양근추출물농축액(DK-MGAR101)을 경구 복용 후 혈소판

응집 억제와 혈행 개선 효과 및 안전성을 평가하고자 함.

(2) 시험방법

방문 1에서 대상자 적합성 평가에 적합한 대상자는 방문 2를 진행하였으며, 적합한 대

상자에 한하여 시험군 또는 대조군에 각각 1:1로 무작위 배정되어 해당하는 인체적용시

험용 식품을 교부 받았다. 이후 8주간 시험식품 혹은 대조식품을 복용하였으며, 8주간

복용 후 방문하여 기능성과 안전성을 평가하고 인체적용시험을 종료하였다.
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(3) 인체적용시험용 식품

(가) 시험군: 산삼배양근추출물농축액(DK-MGAR101) 3mL/일

(나) 대조군: 대조식품(위약)

(4) 대상자 및 선정/제외기준

(가) 선정기준(대상자들은 다음의 모든 기준에 적합하여야 했다.)

① 만 20세 이상 만 65세 미만의 남성 또는 여성

② 다음 진단 기준에 3가지 이상 해당하여 대사증후군으로 진단되는대상자

(NCEP ATP III 진단기준)

㉮ 복부비만(허리둘레 남자 90cm, 여자 80cm 이상 또는 BMI 25kg/m2 이상)

㉯ 고중성지방혈증(TG 150mg/dL 이상)

㉰ 저HDL 콜레스테롤혈증(HDL 남자40mg/dL 미만, 여자50mg/dL 미만)

㉱ 높은 혈압(수축기 혈압 130mmHg 이상 또는 이완기 혈압 85mmHg 이상)

㉲ 혈당장애(공복혈당 100mg/dL 이상)

③ 본 인체적용시험동의서에 서면동의한 대상

④ 제외기준(다음 조건에 하나라도 해당되는 대상자는 본 연구에 참여할 수 없었

다.)

㉮ 본 인체적용시험에 영향을 미칠 것으로 예상되는 인삼류 함유 식품에 대한 알레르기

등 과민반응 병력이 있는 자

㉯ 인체적용시험 참여 전 12주 이내 전신마취를 요하는 수술병력이 있는 자

㉰ 스크리닝 이전 2주이내에 오메가-3 지방산 함유 유지, 홍삼 등 병용금기약물을 복용

하였거나 복용중인 자

㉱ 스크리닝 이전 2주이내에 아스피린, 항응고제, 항혈소판 제제를 투여하였거나 투여중

인 자

㉲ 약물로 조절되지 않는 고혈압환자(수축기 혈압 160mmHg 이상 또는 이완기 혈압

95mmHg 이상인경우)

㉳ 당뇨 및 고지혈증으로 인해 본 인체적용시험의 금기약물을 복용중인자

㉴ 관상동맥 질환 및 말초동맥경화성 질환(말초동맥 질환, 복부 대동맥류, 경동맥 질환)

의 병력을 가지고 현재 약물치료를 진행 중인 자

㉵ 죽상경화에 의한 뇌경색, 뇌졸중 또는 일과성 허혈발작의 기왕력이 있는 환자

㉶ 증상을 동반한 울혈성 심부전이 있는 환자

㉷ 임상적으로 유의한 간 기능 장애(혈청 내 간수치 ALT, AST가 정상의 상한선보다

2.5배이상)가 있는 자

㉸임상적으로 유의한 신 기능 장애(Serum Creatinine이 2.0mg/dl 이상)가 있는 자
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(5) 평가변수

(가) 기능성

① 1차 기능성 평가변수(Primary endpoint)

㉮ 혈소판 응집능(ADP induced platelet aggregation)의 변화치

② 2차 기능성 평가변수(Secondary endpoint)

㉮ 혈소판 응집능(ADP induced platelet aggregation)의 변화율

㉯ PT의 변화치 및 변화율

㉰ aPTT의 변화치 및 변화율

㉱ 혈청지질(Total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, Triglyceride)의 변화

치 및 변화율

㉲ Serotonin의 변화치 및 변화율

㉳ 혈압(수축기 및 이완기)의변화치 및 변화율

㉴ 혈소판 수의 변화치 및 변화율

㉵ Total NO의 변화치 및 변화율

(나) 안전성

시험식품 복용 전과 복용 중, 복용 8주 후에 임상실험실 검사, 활력징후 측정을

실시하고 연구기간 내내 이상반응을 평가하였다.

(6) 시험결과

① 대사증후군대상자에서 “산삼배양근추출물농축액DK-MGAR101”을 하루 3 mL를 8주간

경구 복용하였을 때 대조식품과 비교하여 혈행개선 효과 및 안전성을 평가하고자 하

였다.

② 무작위 배정된 102명 중 중도탈락 7명을 제외하고 95명이 인체적용시험을 종료하였다.

본 인체적용시험의 일차 기능성 평가 변수는 혈소판 응집능(ADP induced platelet

aggregation) 변화치이며, ADP 변화치의 FAS 분석 및 PP 분석 결과 인체적용시험용

식품 복용 전과 복용 후 ADP는 두 군 간 통계적으로 유의한 차이를 보여주지 못하였

다.

③ 군내에서 대조군에서 통계적으로 유의한 차이를 보여주었으며 시험군보다 대조군 변

화가 컸고 이는 통상적으로 대사증후군의 경우 혈액의 흐름이 아무런 치료 없을 경우

더 악화되고 있다고 가정할 때 임상적인 의미를 부여할 수 있을 것으로 보여진다.

④ 이차 기능성 평가 변수인 ADP 변화율도 대조군의 경우 통계적으로 경계 상의 유의한

차이를 보여주었으며 시험군보다 대조군 변화가 컸고 이는 통상적으로 대사증후군의

경우 혈액의 흐름이 아무런 치료가 없을 경우 더 악화되고 있다고 가정할 때 임상적
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인 의미를 부여할 수 있을 것으로 보여진다.

⑤ PT, aPTT의 군 간 차이는 통계적으로 유의한 차이가 없었다. Total Cholesterol의

FAS 분석 결과 시험 군의 경우 통계적으로 유의한 차이를 보여주었고 대조군은 보여

주지 않았으며 군 간 차이도 통계적으로 유의한 차이가 있었다 각 군내 Total

Cholesterol 변화율도 마찬가지 양상을 보여주었다. HDL은 시험 군은 통계적으로 유

의한 차이가 없었으나 대조군은 유의한 차이를 보였고 군 간 차이도 통계적으로 유의

하였다.

⑥ 각 군내 HDL 변화율도 비슷한 양상을 보여주었다. LDL의 분석 결과 각 군내 LDL

변화치는 시험 군의 경우 통계적으로 유의한 차이가 있었고, 대조군의 경우 통계적으

로 유의한 차이가 없었다. 군 간 차이도 통계적으로 유의한 차이가 있었다. 각 군내

LDL 변화율도 마찬가지였다.

⑦ Triglyceride는 군 간 차이가 없었고 Serotonin은 PP 분석 결과 시험 군의 경우 통계

적으로 유의한 차이가 있었고, 대조군의 경우 통계적으로 유의한 차이가 없었다.

Serotonin 변화율에서 시험 군은 통계적으로 유의한 차이가 있었고, 대조군은 통계적

으로 유의한 차이가 없었다.

⑧ 수축기 혈압에서도 시험군은 모든 분석군에서 통계적으로 유의한 차이가 있었고, 대조

군은 보여주지 않았으나 군간 차이는 없었다. 각 군 내 수축기 혈압 변화율은 시험군

과 대조군 모두 통계적으로 유의한 차이가 없었으며 수축기 혈압 변화율의 군 간 차

이에서도 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 혈소판 수 FAS 분석 결과 변화치와 변

화율은 각 군 내, 군 간 차이 모두 통계적으로 유의한 차이가 없었으며 군 간 차이도

통계적으로 유의하지 않았다.

⑨ Total NOFAS 분석 결과 각 군 내 Total NO변화율에서 시험군이 통계적으로 유의한

차이가 있었고, 대조군은 없었고 군간 차이는 보여주지 않았다. 그러나 PP군 분석 결

과에서는 군간 차이를 보여주었다. 안전성 분석 결과 이상반응은 시험군에서 만 1명의

대상자에게 발생하였으나 관련성 없음으로 판단되었으며 활력 징후 검사 결과, 소변검

사 결과 및 이학적 검사에서는 각 군내 및 군간 비교에 있어 통계적으로 유의한 차이

가 관찰된 항목이 없었다.

⑩ 혈액학적 분석 및 혈액 화학적 분석에서 Creatinine, γ-GT, ALP, Total cholesterol,

HDL cholesterol, LDL cholesterol이 통계적으로 유의한 차이를 보여주었으나 정상 범

위 이내에서의 변화로 임상적인 의미를 부여하기 어려울 것으로 판단된다.

⑪ 결론적으로 102명의 대사증후군 대상자에게 산삼배양근추출물농축액(DK-MGAR101)

을 하루 3mL씩8주 동안 경구 복용하였을 때, 혈소판 수에는 군 간 차이를 보이지 않

았으나, ADP 변화치는 유의한 차이를 보여주었고, Total Cholesterol은 시험 군에서만

통계적으로 유의하게 개선되었고, 좋지 않은 콜레스테롤로 알려진 LDL cholesterol의

변화치는 대조군에 비해 시험 군에서 유의하게 감소하였으며, Total NO 변화율은 시

험 군에서 통계적으로 유의한 차이를 보여주어, 시험식품인 산삼배양근추출물이 혈액
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의 흐름을 원활하게 하고 혈액의 응고를 지연시키는 기능이 있는 것으로 판단되며,

하루 3mL를 8주간 경구 복용하였을 때 혈행 개선 효과가 있는 안전한 기능성식품으

로 판단된다.

사. 센텔라아시아티카 배양근의 지표성분 추적

(1) 재료 및 방법

(가) 실험재료

① 센텔라아시아티카 식물체, 센텔라아시아티카 배양근

(나) 실험방법

Method

Column
LICHROCART 250-4 HPLC-CARTRIDGE

LICHROSPHER 100 RP(250mm x 4mm, 5㎛)

Flow 1.0ml/min

Detector UV 206nm

Oven
temperature 28℃

Injection 20㎕

Mobile phase

시간

(min)
A(%) - Water B(%) - ACN

0 80 20

15 65 35

30 35 65

35 20 80

40 20 80

45 80 20

55 80 20

(2) 실험결과

(가) 센텔라아시아티카 배양근과 식물체의 HPLC 분석을 통하여 기존에 알려져 있는

triterpenoids(madecassoside, asiaticoside, madecassic acid, asiatic acid) 함량을 비교

한 결과, 식물체에 비해 배양근에서 triterpenoids 함량은 낮게 나타남
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(나) 그러나, 센텔라아시아티카 배양근에서 식물체에 비해 약 30배 높게 나타나는 특이성

분 2가지를 확인함

(다) 추출용매별로 비교하였을 때 triterpenoids 전체 함량은 Water<100% EtOH<100%

MeOH<50% EtOH 순으로 증가됨

(라) 추출용매별 특이성분 함량을 비교하였을 때 Water<50% EtOH<100% EtOH<100%

MeOH 순으로 증가됨
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아. 센텔라아시아티카 배양근 추출물의 ICID 등재

(1) 국제화장품원료집(ICID) 등재

(가) 등재일: 2017.09

(나) INCI명: Centella Asiatica Adventitious Root Extract

(다) INCI Monograph ID: 32414

(라) Trade Name: Centella stem cell culture
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자. 센텔라아시아티카 배양근의 특허 출원 및 등록

(1) 특허 출원 및 등록

(가) 발명의 명칭: 병풀 부정근 추출물을 유효성분으로 함유하는 피부 미백 및 주름 개선

용 화장료 조성물

(나) 출원인: 동국제약(주)

(다) 출원번호(국내): 제 10-2018-0112354 호

(라) 출원일자(국내): 2018.09.19.

(마) 등록일자(국내): 2019.04.17

(바) 등록번호(국내): 제 10-1971837 호

(사) 출원번호(PCT): PCT/KR2019/010948

출원일자(PCT): 2019.08.27.

[그림] 국내 특허 출원
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[그림] 국내 특허 등록

[그림] PCT 특허 출원
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차. 센텔라아시아티카 조직배양체 관련 제품 출시

(1) 제품명: 센텔리안24마데카크림센텔라하이드레이팅 포뮬러 50ml, 15ml, 1ml

(2) 제품출시일: 2016.09

(3) 제품 전성분 중 관련 원료: 병풀캘러스추출물

[그림] 제품 사진

카. 에키네시아 배양근의 면역 효능 평가

(1) in vitro 림프구 증식능에 미치는 영향

(가) 재료 및 방법

① 실험재료 및 동물

㉮ 시험물질은 에키네시아 배양근 추출물 (물추출물, 30% EtoH 추출물, 70% EtOH 추

출물)을 사용하였다.

㉯ 실험동물은 수컷 Balb/c계 생쥐(n=5)를 사용하였다.

② 실험방법

㉮ MTT법

SPF에서 사육한 8주령의 Balb/c계 생쥐 (male)의 비장을 취하여 적당량의 무균

HBSS 용액이 담긴 용기에 넣고, 핀셋으로 잘게 절단하여 단일 비장세포 현탁액으로

만든다. Filter로 여과하여 HBSS액에 세 번 세척한다. 매 세척 시 1,000 rpm에서 원

심분리한다. 세포를 완전배양액 2 ㎖에 띄워 염색한 후 생존 세포 수를 계산한다

(95%이상 생존도). 세포 농도를 2 × 106/㎖로 조절하고, 필요 시 순수 T 림프구 또

는 B 림프구 등을 분리한다. 비장세포 현탁액을 24 well plate에 넣고 각 well마다 1

㎖씩 넣고 한쪽은 50 ㎕의 Con A액 (2 ㎍/㎖에 해당)과 에키네시아 배양근 시료 (물

추출물, 30% EtOH 추출물, 70% EtOH 추출물)를 500, 250, 125, 62.5, 31.25 μg/ml

농도로 넣는다. 대조군과 함께 CO25%,37℃배양기에서 24시간 배양한다. 배양 종료 4
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시간 전에 각 well마다 상등액 0.7 ㎖를 빼고 FBS를 함유하지 않은 RPMI 1640 배양

액 0.7 ㎖를 넣는 동시에 MTT액 (5 ㎎/㎖)을 50 ㎕/well의 양으로 넣고 4시간 동안

계속 배양한다. 배양 종료 후, well마다 1 ㎖의 산성 아이소프로페놀을 넣어 보라색

결정체가 완전히 용해될 때까지 혼합한다. 그런 후 96 well plate에 나눠 담는다. 각

well은 3 well에 나눠 570 nm 파장에서 ELISA(enzyme-linked immunosorbent

assay) reader로 측정한다. 또는 용해액을 바로 1 ㎖ 비색 비이커에 담아 분광 광도

계로 570 nm에서 측정한다.

㉯ 나 Cell proliferation (EZ-CyTox법)

SPF에서 사육한 8주령의 Balb/c계 생쥐 (male)의 비장을 취하여 적당량의 무균

HBSS 용액이 담긴 용기에 넣고, 핀셋으로 잘게 절단하여 단일 비장세포 현탁액을

200 ㎕/well의 양으로 96 well plate에 넣는다. 3개의 실험군은 Con A (10 μg/㎖)를

넣고 나머지 3개 실험군은 Con A를 넣지 않은 군, 그리고 3개 군은 에키네시아 배

양근 시료(물추출물, 30% EtOH 추출물, 70% EtOH 추출물)를 125, 62.5, 31.25, 15.6,

1.5, 0 μg/ml 농도로 처리한 실험군으로 한다. 5% CO2,37℃배양기에서 24시간, 72시

간 동안 배양한다. 배양 종료 6시간 전에 각 well에 EZ-CyTox assay reagent 10 ㎕

을 넣어 30분에서 6시간 동안 계속 배양한다. 배양 종료 후 420~480 nm 파장에서

ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay) reader로 비장세포 증식능을 측정한다.

(나) 실험결과

① 에키네시아 배양근 물층, 30% EtOH, 70% EtOH 모두에서 세포독성이 나타나지 않았

다.

② 에키네시아 배양근 30% EtOH, 70% EtOH 모두에서 세포증식이 관찰되지 않았다.

[그림] MTT 분석 결과
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[그림] Cell proliferation 결과

(2) in vitro 세포활성물질 수준 측정

(가) 재료 및 방법

① 실험재료 및 동물

㉮ 시험물질은 에키네시아 배양근 추출물 (물추출물, 30% EtoH 추출물, 70% EtOH 추

출물)을 사용하였다.

㉯ 실험동물은 수컷 Balb/c계 생쥐(n=5)를 사용하였다.

② 실험방법

㉮ ELISA법

․8주령의 Balb/c계 생쥐(male)의 비장을 취하여 적당량의 무균 HBSS 용액이 담긴 용

기에 넣고, 핀셋으로 잘게 절단하여 단일 비장세포 현탁액 중 CD4+ T isolation kit

를 이용하여 분리한 T 림프구를 10% FBS와 1% penicillin/streptomycin이 첨가된

RPMI 1640 배지에서 37℃, 5% CO2배양기에서 48시간 동안 배양하였다. IFN-g,

IL-2, IL-4, IL-10, IL-12 등 세포활성물질의 측정은 ELISA방법으로 수행하였다. 즉

anti-mouse IFN-g, IL-2, IL-4, IL-10 와 anti-mouse IL-12 capture 단클론 항체 등

을 96-well plate에 1 ㎍/㎖농도로 코팅하여 4℃에서 12시간 방치하였다. 코팅 후, 비

특이적 결합부위를 막기 위해 2% BSA를 함유한 PBS에 blocking buffer를 첨가하여

37℃에서 2시간 동안 방치하였다. 0.05% tween-20 을 함유한 PBS로 4회 세척 후 재

조합 사람 IFN-g, IL-2, IL-4와 재조합 생쥐 IL-12 표준액과 고기능성 식물원료(125,

62.5, 15.6, 1.5, 0 μg/ml)를 처리한 검체의 배양 상등액을 각 well 에 100 ㎕씩 부가하

여 37℃에서 2시간 동안 방치하였다. 0.05% tween-20 을 함유한 PBS로 4회 세척 후

biotinylated anti-mouse IFN-g, IL-2, IL-4 와 anti-mouse IL-12는 1% BSA를 함유

한 PBS를 이용하여 0.05 ㎍/ml 농도로 희석한 후 well에 처리하여 37℃에서 2시간

동안 방치한다. 세정용 완충용액으로 7회 세척한 후 avidin-conjugated enzyme을 2.5
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㎍/ml 농도로 각 well에 처리한 다음 37℃에서 30분 방치한 후 7회 세척한다. ABTS

기질액을 각 well 에 100 ㎕씩 가하여 10 분간 발색을 유도한 다음 ELISA reader를

이용하여 405 nm 파장에서 IFN-g, IL-2, IL-4, IL-12 등을 측정한다.

㉯ Real-time PCR

․total RNA(3-5㎍) 혹은 mRNA(0.2-0.5㎍)를 70℃에서 10분간 열처리하여 변성시킨다.

MMLV reverse transcriptase와 dNPT, olimer d(T)를 이용하여 제조회사가 제공하는

완충용액과 방법에 따라 42℃에서 45분간 반응하여 cDNA를 합성한다. 합성된 cDNA

(0.1-0.2 volume)에 증폭하고자 하는 특정 유전자의 primer와 2.5mM dNTP, Taq

polymerase (0.3U/㎕), 10×완충용액을 첨가하여 PCR을 30-35 cycle을 수행한다.

Real-time PCR(ABR 7500)로 측정한다.

(나) 실험결과

① 비장세포 활성에서 에키네시아 배양근 물층, 30% EtOH, 70% EtOH와 동시배양결과

면역증진 사이토카인인 IFN- , IL-2, IL-10, IL-4, IL-12p40 production 측정에서 에

키네시아 배양근 30% EtOH와 70% EtOH 처리군이 증가를 나타냈다. 특히 IL-10 생

산량은 에키네시아 배양근 30% EtOH 처리군이 현저한 증가를 나타냈다.

② 비장세포에서 에키네시아 배양근 70% EtOH투여군에서 IL-10 mRNA와 IL-12p40

mRNA 유전자 발현이 투여농도에 따라 증가를 나타냈다.
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[그림] 세포활성물질 분석 결과
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[그림] Real-time RT PCR 결과

(3) in vivo 대식세포로부터의 NO 생성량 측정

(가) 재료 및 방법

① 실험동물

㉮ 실험동물은 8주령의 Balb/c계 생쥐를 사용하였다.

㉯ 시험물질은 에키네시아 배양근 추출물 (물추출물, 30% EtoH 추출물, 70% EtOH 추

출물)와 양성대조군 홍삼을 14일간(2주간) 경구 투여하였다.
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② 실험방법

㉮ 대식세포에서 산화질소 생성능 측정

․Balb/c계 생쥐에 에키네시아 배양근 시료 (물추출물, 30% EtOH 추출물, 70% EtOH

추출물)를 14일간(2주간) 경구 투여하였다. 투여 종료 3일전에 proteose

peptone(Difco) 10% 수용액 1.5 ㎖을 생쥐 복강 내에 투여한 후 치사시키고 알코올로

복부를 소독하였다. 복부의 피부를 가위로 자르고 복막을 노출시킨 다음 냉각시킨

HBSS을 주사기로 복강 내에 4.5 ㎖ 주입하고 30초간 복부를 마사지한 후 주사기로

회수하였다. 회수한 세포를 냉각시킨 다음 동일 HBSS용액으로 2회 세척한 후 냉각

된 배지(RPMI1640)에 현탁시키고, tryphan blue 염색에 의해 살아있는 세포를 계산

하여 2x106cells/㎖이 되도록 조정한 후 96 well 배양접시에 200 ㎕씩 분주하였다.

CO2배양기에서 1-2 시간 배양하여 대식세포를 부착시킨 다음 37℃의 HBSS 용액으

로 3회 세척하여 부유세포를 제거하고 100 ㎕의 배지(RPMI 1640)를 넣는다. CO2배

양기에서 72시간 배양 후 배양상등액을 회수하여 냉동 보존하였다. 배양상등액 100

㎕를 취하고 증류수 2 ㎖과 그리스(Griese) 시약 I 200 ㎕를 혼합하였다. 신속하게

Griese 시약 II 200 ㎕를 넣고 교반 후 540 nm 에서 흡광도를 측정하였다.

- Griese 시약 I: sulfanilamide 0.5g을 25㎖ 강염산과 25 ㎖ 증류수의 혼합용액에

용해

- Griese 시약 II: N-1-naphtylene amidehydrochloride 0.06g을 50 ㎖의 증류수에

용해

(나) 실험결과

① 에키네시아 배양근 30% EtOH와 70% EtOH 처리군이 증가를 나타내었다.

[그림] NO 생산량
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(4) in vivo T림프구 활성 시험

(가) 재료 및 방법

① 실험동물 및 재료

㉮ 실험동물은 8주령의 Balb/c계 생쥐를 사용하였다.

㉯ 시험물질은 에키네시아 배양근 추출물 (물추출물, 30% EtoH 추출물, 70% EtOH 추

출물)와 양성대조군 홍삼을 14일간(2주간) 경구 투여하였다.

② 실험방법

㉮ PBMC와 비장에서 활성 T 림프구의 형광 유세포 분석

․PBMC(Peripheral blood mononuclear cell)는 에키네시아 배양근 시료 2주간 투여 후

heparin을 처리한 3 ㎖ 주사기를 이용하여 심장천좌법으로 채혈하였다. 미리 준비한

10 ㎖의 ACK용액 (8.3 g NH4Cl, 1 g KHCO3, in 1 ℓ of demineralized water +

0.1 mM EDTA)에 혼합하여 실온에서 5 분 동안 처리하여 적혈구를 제거하였다. 비

장을 적출하여 100 mesh로 비장세포를 분리하여 D-PBS로 5 분간 원심분리(1700

rpm)하고 세척한 후 cell strainer(FALCON)에 통과시켜 세포 이외의 분해되지 않은

조직이나 불순물을 제거하였다. 분리된 PBMC와 비장세포를 2 회 1%의 FBS가 함유

된 PBS(FACS buffer)로 세척한 후 cell strainer(FALCON)에 통과시켜 세포 이외의

불순물을 제거하였다. 각각의 시험 관에 PBMC 세포를 5 × 105세포로 조정한 후 4℃

에서 면역 형광염색 (immunofluorescence staining)을 실시하였다. 각각에

anti-CD3e-PE, anti-CD25-FITC, anti-CD4-FITC, anti-CD69-FITC,

anti-CD44-cy5.5-PE, anti-CTLA-4-FITC, anti-NK1.1-PE, anti-CD49b-FITC를 넣

고 30 분간 얼음에서 반응시킨 후 3 회 이상 PBS로 수세한 후 flow cytometry의

Cell Quest 프로그램을 이용하여 CD4+CD25+,CD44+CD69+,CD49b+NK1.1+,그리고

CD25+CTLA-4+의 활성세포 빈도(%)를 분석하였다.

㉯ 복강세포군의 증식능에 미치는 영향 측정

․Balb/c계 생쥐에 에키네시아 배양근 시료 (물추출물, 30% EtOH 추출물, 70% EtOH

추출물)를 14일간(2주간) 경구 투여. 투여 종료 2일전에 2% starch 생리식염수 현탁

액 0.5 ㎖을 생쥐 복강 내에 주사하여 면역시킴. 생쥐를 치사시키고 알코올로 복부를

소독한 다음 복부의 피부를 가위로 자르고 복막을 노출시킨 다음 냉각시킨 HBSS을

주사기로 복강 내에 5 ㎖ 주입하고 30초간 복부를 마사지한 후 주사기로 3 ㎖ 정도

를 회수. 회수한 세포를 냉각시킨 다음 동일 HBSS용액으로 2회 세척한 후 이중에

존재하는 복강 세포 수를 직접 현미경 하에서 hemocytometer로 측정. 총 복강세포수

의 측정이 끝난 복강 세척액을 4℃에서 400g로 10분간 원심 분리하여 세포 침전물을

얻어 PBS로 현탁함. 각각의 시험 관에 복강세포를 5 × 105세포로 조정한 후 4℃에서

면역 형광염색(immunofluorescence staining)을 실시. 각각에 anti-CD11b-FITC,

anti-CD3-cy5.5-PE, anti-CD4-FITC, anti-CD8-FITC, anti-CD14-PE를 넣고 30 분

간 얼음에서 반응시킨 후 3 회 이상 PBS로 수세한 후 flow cytometry의 Cell Quest

프로그램을 이용하여 CD11b+CD14+,CD3+CD4+,그리고 CD3+CD8+의 활성세포도(%)
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를 분석한 다음 총 세포수를 적용하여 복강세포군의 절대 세포수(absolute number)

를 산출한다.

㉰ 비장, 림프 및 흉선의 총 세포수 측정

․Balb/c계 생쥐에 에키네시아 배양근 시료 (물추출물, 30% EtOH 추출물, 70% EtOH

추출물)를 14일간 (2주간) 경구 투여. 실험동물을 ethyl ether로 마취시킨 후 비장, 림

프, 그리고 흉선을 분리하여 총 면역세포수를 측정함. Balb/c 생쥐에서 비장, 림프 그

리고 흉선을 각각 적출하여 100mesh로 세포를 분리하여 D-PBS로 5분간 원심분리

(1700 rpm)하여 2회 세척한 후 cell strainer(FALCON)에 통과시켜 세포 이외의 분해

되지 않은 조직이나 불순물을 제거하였고, 이 세포들에 ACK 용액(8.3g NH4Cl, 1g

KHCO3, in 1L of demineralized water + 0.1mM EDTA)을 실온에서 5분 동안 처리

하여 적혈구를 용해시키고, 다시 D-PBS로 2회 세척한 후 0.04% trypanblue로 염색

한 후 세포수를 측정함.

(나) 실험결과

① 본 연구결과 2주간 시료를 경구 투여 후 비장 (spleen)에서 활성 CD3+/CD69+T 림프

구 세포의 빈도수(%)가 대조군(Normal)이 0.42%로 나타났고, 양성대조군인 홍삼 투여

군은 0.53%로 대조군에 비하여 약간 증가를 나타났다.

② 에키네시아 배양근 물추출물과 에키네시아 배양근 30% EtOH 추출물에서 활성

CD3+/CD69+T 림프구 세포의 빈도수(%)가 대조군에 비하여 각각 29%, 33% 증가한

반면 에키네시아 배양근 70% EtOH 추출물에서는 오히려 활성 CD3+/CD69+T 림프

구 세포의 빈도수(%)가 대조군에 비하여 감소하는 경향성을 보였다.

③ 본 연구결과 2주간 시료를 경구투여 후 복강(peritoneal)에서 활성 Th 림프구 세포의

빈도수(%)가 대조군(Normal)이 2.87%로 나타났고, 홍삼 투여군은 3.14%로 대조군에

비하여 9% 증가를 나타냈다.

④ 에키네시아 배양근 30% EtOH 추출물 투여군은 대조군에 비하여 24% 이상 활성 Th

림프구 빈도수가 증가하였고, 에키네시아 배양근 70% EtOH 추출물 투여군은 46% 이

상 증가를 나타내었고 에키네시아 배양근 물추출물 투여군은 차이가 없었음(Fig. 8).

즉, 에키네시아 배양근 30% EtOH 추출물과 에키네시아 배양근 70% EtOH 추출물에

서는 홍삼 보다 높은 Th 면역세포 활성 빈도가 나타내는 것으로 사료된다.

⑤ 본 연구결과 2주간 시료를 경구투여 후 복강(peritoneal)에서 활성 대식세포 (CD11b+)

세포의 빈도수(%)가 대조군(Normal)이 0.67%로 나타났고, 홍삼 투여군은 1.85%로 대

조군에 비하여 약간 증가를 나타냄. 에키네시아 배양근 물추출물 투여군과 에키네시아

배양근 30% EtOH 추출물은 대조군에 비하여 각각 23%와 42% 이상 활성 대식세포

빈도수가 증가하였다. 하지만 에키네시아 배양근 70% EtOH 투여군은 차이가 없었음

(Fig. 9). 에키네시아 배양근 물추출물과 에키네시아 배양근 30% EtOH 추출물에서 활
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성 대식세포 빈도수가 증가하는 것으로 나타났고, 에키네시아 배양근 30% EtOH 추출

물에서는 대조군이 차이가 나타나지 않아 에키네시아 배양근 추출법에 따른 흥미로운

결과를 나타냄. 즉, 에키네시아 배양근 물추출물과 에키네시아 배양근 30% EtOH 추

출물이 복강 대식세포의 활성에 관여하여 생체 내에서 면역 증진 효과를 나타내는 것

이 확인되었다.

[그림] 비장 T세포활성

[그림] 복강 T세포활성
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[그림] 복강 T세포 형광

(5) In vivo 비장세포에서 T세포활성물질 IL-10, IL-4, IFN-g 생산량 측정 시험

(가) 재료 및 방법

① 시험물질 및 실험동물

㉮ 실험동물은 8주령의 Balb/c계 생쥐를 사용하였다.

㉯ 시험물질은 에키네시아 배양근 추출물 (물추출물, 30% EtoH 추출물, 70% EtOH 추

출물)와 양성대조군 홍삼을 14일간(2주간) 경구 투여하였다.

② 실험방법

㉮ 14일간 경구투여 후 비장을 적출하여 100 mesh로 비장세포를 분리하였다. 전날

anti-CD3 mAb 1 ㎍/㎖을 96 well plate에 coating하여 4℃ 냉장고에서 overnight한

다음 D-PBS로 2 회 수세하였다. 분리한 비장세포는 ACK 용액으로 RBC를 제거한

후 anti-CD3 mAb가 coating된 각각의 well에 5 × 105세포씩 5% FBS-DMEM 배양

액에서 48 시간 동안 배양한 후 원심분리기 2,000 rpm에서 3 분간 원심분리한 후

200 ㎕의 배양상층액을 얻었다. 배양상층액내의 IFN-g (BioSource, U.S.A.),

IL-2(BioSource, U.S.A.), IL-4(R&D system, U.S.A.)의 수준 측정은 enzyme-linked

immuno-sorbent assay로 측정하였다. 각 well에 배양상층액 50 ㎕를 분주하고 2 시

간 동안 25℃ 실온에서 방치한 후 2 회 washing 완충용액으로 세척한 다음

antibody biotin-IgE conjugated를 넣고 2 시간 방치하였다. 다시 2 회 수세 후 완충

용액으로 세척한 다음 antibody Avidin-HRP conjugeted 100 ㎕를 처리하고 1 시간

실온에서 방치한 후 다시 세척하였다. TMB 기질을 100 ㎕씩 분주하고 암소에서 30

분간 방치한 후 100 ㎕의 stop 용액을 처리한 후 ELISA reader 450 ㎚에서 흡광도

를 측정하였다
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(나) 실험결과

① 본 연구결과에서는 2주간 시료를 투여한 후 비장세포를 분리하여 미리 CD3 mAb를

coating한 plate에 48시간 동시 배양하여 배양 상층액내에서 IL-10, IL-4, IFN-g 생산

량을 측정한 결과이다.

② IL-10 생산량(Fig. 10)은 대조군(CTL)에 비하여 홍삼 투여군, 에키네시아 배양근 물추

출물 투여군 에키네시아 배양근 30% EtOH 추출물 투여군에서 약 50% 이상 IL-10

생산량이 증가를 나타낸 반면, 에키네시아 배양근 70% EtOH 추출물 투여군은 대조군

(CTL)에 비하여 IL-10 생산량의 차이는 보이지 않았다.

③ 또한, IL-4 생산량(Fig. 11)은 대조군(CTL)에 비하여 에키네시아 배양근 30% EtOH

추출물 투여군에서만 약 30% 이상 IL-4 생산량이 증가를 나타낸 반면, 양성대조군인

홍삼투여군과 에키네시아 배양근 30% EtOH 추출물 투여군은 오히려 IL-4 생산량이

대조군에 비하여 감소하는 경향성을 나타냈다.

④ 또한 에키네시아 배양근 물추출물 투여군은 대조군에 비하여 IL-4 생산량의 차이는

보이지 않았다.

⑤ IFN-g 생산량(Fig. 12)은 대조군(CTL)에 비하여 양성대조군인 홍삼투여군 그리고 에

키네시아 배양근 30% EtOH 추출물 투여군에서만 IFN-g 생산량이 증가를 나타낸 반

면, 에키네시아 배양근 70% EtOH 추출물 투여군은 오히려 IFN-g 생산량이 대조군에

비하여 감소하는 경향성을 나타냈다. 또한 에키네시아 배양근 물추출물 투여군은 대조

군에 비하여 IFN-g 생산량의 차이는 보이지 않았다.

⑥ 본 연구 결과를 토대로, 에키네시아 배양근 추출법 (물추출물, 30% EtOH 추출물,

70% EtOH 추출물)중에서 에키네시아 배양근 30% EtOH 추출물 투여군이 가장 세포

성 면역반응을 조절하는 면역증진 효능이 있는 것으로 판단된다.
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[그림] IL10생산량

[그림] IL4 생산량
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[그림] IFN-g 생산량
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[그림] 복강내 세포 생존력
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2. 연구개발 성과

가. 논문

(1) Blood flow-improving activity of methyl jasmonate-treated adventitious roots of

mountain ginseng, 2017, Laboratory Animal Research, 34(1): 48.

나. 특허

(1) 국내 출원번호: 제 10-2018-0112354호, 병풀 부정근 추출물을 유효성분으로 함유하는

피부 미백 및 주름개선용 화장료 조성물, 2018.09.19.

(2) 국내 등록번호: 제 10-1971837호, 병풀 부정근 추출물을 유효성분으로 함유하는 피부

미백 및 주름개선용 화장료 조성물, 2019.04.17.

(3) PCT 출원번호: PCT/KR2019/010948, 병풀 부정근 추출물을 유효성분으로 함유하는 피

부 미백 및 주름개선용 화장료 조성물, 2019.08.27.

다. 인력양성

(1) 본 연구과제와 관련된 연구개발인력으로 6명을 고용 창출하였음

라. 홍보

(1) 온라인 기사

(가) 데일리팜: 동국, '마데카크림 센텔라 하이드레이팅 포뮬러' 출시

http://www.dailypharm.com/News/216486

(나) 한국경제TV: 동국제약, 가을·겨울 전용 '마데카크림' 화장품 런칭

http://www.wowtv.co.kr/newscenter/news/view.asp?bcode=T30001000&a

rtid=A201609220223

(다) 소비자경제: 동국제약, ‘센텔리안24’ 등 화장품으로 제2의 도약

https://cp.news.search.daum.net/p/50255456

(라) CCTV뉴스: 홈쇼핑 기초화장품 1위 '센텔리안24'페이스북 오픈이벤트 실시

http://www.cctvnews.co.kr/news/articleView.html?idxno=57659

(2) 지면 기사

(가) 약발 받은 화장품 잘 나가네_한국경제_21면_2017년 01월 16일

(나) 원조 넘어선 마데카솔 화장품_한국경제_21면_2017년 03월 13일

(다) 마데카솔을 화장품으로 바른다_매일경제_B03면_2016년 11월 17일

마. 시제품

(1) 본 연구를 진행하면서 산삼배양근추출물농축액에 대한 인체적용시험용 시제품을 제조

함.

바. 관련제품

(1) 본 연구를 진행하면서 센텔라아시아티카캘러스 원료를 이용한 기능성 화장품 3종을 출

시함.
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항목 세부항목 성 과

사업화

성과

매출액

개발제품
개발후 현재까지 -

향후 3년간 매출 -

관련제품
개발후 현재까지 273억원

향후 3년간 매출 300억원

시장

점유율

개발제품

개발후 현재까지
국내 : - %

국외 : - %

향후 3년간 매출
국내 : - %

국외 : - %

관련제품

개발후 현재까지
국내 : 0.91%

국외 : 0.03%

향후 3년간 매출
국내 : 1.00%

국외 : - %

세계시장

경쟁력

순위

현재 제품 세계시장 경쟁력 순위 -

3년 후 제품 세계 시장경쟁력 순위 -

항 목 세부 항목 성 과

사업화 계획

사업화
소요기간(년)

3년

소요예산(백만원) 20억

예상 매출규모
(억원)

현재까지 3년후 5년후

- - -

시장
점유율

단위(%) 현재까지 3년후 5년후

국내 - - -

국외 - - -

향후 관련기술,
제품을 응용한 타
모델, 제품
개발계획

센텔라아시아티카 배양근 함유한 세계 일류 화장품
제풀 개발 모색(현재 PCT 출원중)

무역 수지
개선 효과

(단위: 억원) 현재 3년후 5년후

수입대체(내수) - - -

수 출 - - -

3. 사업화성과 및 매출실적

가. 사업화 성과

나. 사업화 계획 및 매출 실적
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구분 연구개발의 목표
가중치

(%)

달성도

(%)
연구개발 수행내용

1 차

년도

산삼배양근의 혈행개선

효능 평가(비임상)
40 100

In vitro/ex vivo 혈소판 응집 억제

효능 평가

In vitro/ex vivo Thromboxane B2

생성 억제 효능 평가

혈액응고 억제효능 평가

혈행개선 효능 평가

산삼배양근 유효성분의

독성평가(비임상)
30 100

독성평가 시험항목 설정 및 시험기

관 계약

에키네시아 배양근의

면역효능 평가(비임상)
30 100

In vitro 림프구 증식능에 미치는 영

향

In vitro 세포활성물질 수준 측정

2 차

년도

산삼배양근 유효성분의

독성평가(비임상)
70 100

산삼배양근 추출물 농축액의

Sprague-Dawley 랫드를 이용한

단회 경구투여 독성시험
산삼배양근 추출물 농축액의

Sprague-Dawley 랫드를 이용한

2주간 반복 경구투여 DRF 독성시험
산삼배양근 추출물 농축액의 Beagle

dog에 DE(dose escalation)법을

이용한 단회 경구투여 독성시험
산삼배양근 추출물 농축액의 세균을

이용한 복귀돌연변이시험
산삼배양근 추출물 농축액의 배양

Chinese Hamster Lung(CHL)

세포를 이용한 염색체이상 시험

3장. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

1절. 목 표

본 과제는 생물반응기 시스템을 활용하여 본 연구팀에 의해 식품원료로 기인정 된 산삼부

정근과 천연 식의약원료로 유망한 에키네시아와 센텔라아시아티카의 고기능성 원료 대량생

산체계를 구축하고, 비임상과 임상을 통해 식․의약원료로서의 안전성을 확보하여 최종적으

로 식물기반 기능성 의약품 소재의 개발 및 제품화를 통한 산업화를 하고자 함

2절. 목표 달성 여부
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산삼배양근 추출물 농축액의

Sprague-Dawley 랫드 골수세포를

이용한 경구투여 소핵시험

에키네시아 배양근 유

효성분의 면역효능평가

(비임상)

30 100

In vivo 대식세포로부터의 NO 생성

량 측정
In vivo T림프구 활성에 미치는 영

향
In vivo 비장세포에서 T세포활성물

질 IL-10, IL-4, IFN-g 생산량 측정

시험

3 차

년도

산삼배양근추출물농축

액의 독성평가(비임상)
30 100

산삼배양근 추출물 농축액의

Sprague-Dawley 랫드를 이용한

13주간 반복 경구투여 독성시험 및

4주 회복시험

산삼배양근의 기능성

원료 평가
20 100

지표성분 함량 규격 설정

지표성분 함량 분석법 밸리데이션

산삼배양근의 기능성

임상시험
40 100

인체적용시험 시제품 제작

인체적용시험 계획서 작성

센텔라아시아티카 배양

근 지표성분 추적
10 100

센텔라아시아티카 배양근 지표성분

스크리닝

4 차

년도

산삼배양근의 기능성

임상시험
70 100 인체적용시험 결과보고서 작성

센텔라아시아티카 배양

근 특허 출원
30 100

센텔라아시아티카 피부 개선 관련

특허 출원 및 등록

3절. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

- 해당 없음
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4절. 관련분야 기여도

1. 학술적 기여 : 산삼부정근, 에키네시아부정근, 센텔라아시아티카 부정근배양 관련 배양 조

건최적화, 엘리시테이션 분야에 있어 SCI급 논문 10 여 편(과제기간 4년)을 게재함. 또한

논문 “Blood flow-improving activity of methyl jasmonate-treated adventitious roots of

mountain ginseng, 2017, Laboratory Animal Research, 34(1): 48.”을 게재함으로서 생체

내 동물 모델에서 산삼배양근의 혈행개선 효능을 뒷받침해주는 결과를 도출

2. 국내특허 “제 10-1971837호, 병풀 부정근 추출물을 유효성분으로 함유하는 피부 미백 및

주름개선용 화장료 조성물” 등록 및 PCT 출원을 통하여 미백 및 주름개선 효능을 가진

센텔라아시아티카 배양근 추출물을 기능성 화장품 소재로의 활용 가능성 확인

3. 국제화장품원료집(ICID)에 “Centella Asiatica Adventitious Root Extract“을 등재함으로서

다양한 화장품 제조 원료로 적용 및 세계 각국 바이어의 검색 가능

4. 본 과제에서 산삼배양근추출물농축액의 진세노사이드 정량, 혈행개선 및 혈중지질 분석,

독성평가 등을 통해 우수성을 확인

5. 추출물 확보 및 DB 구축, 유효성분 및 지표성분의 분리정제와 구조규명, 혈행개선 효능 연

구 및 인체수준에서 건강기능식품 원료의 안전성 및 효능평가 체계는 국내 관련 연구자들

에게 피드백이 가능

6. 표준화된 기준 및 시험방법을 확립하였으므로 산삼배양근추출물농축액에 대한 품질을 검증

가능

7. 천연원료의 대량생산 및 가공할 수 있는 제조공정의 최적화 및 대량 생산, 가공 공정 확립

으로 유사 연구에 적용 가능

8. 혈행개선을 위한 건강기능식품 소재 개발과 효능 입증에 대한 비임상, 임상 등의 과학적인

자료를 제공

9. 기존에 사용되는 화장품 원료에 대한 수입 대체 효과 뿐만 아니라 센텔라아시아티카 배양

근 원료 자체를 수출 가능성 확인

10. 향후 산삼배양근을 활용한 건강기능식품, 의약품 등 응용범위 확대
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4장. 연구결과의 활용 계획 등

1. 산삼배양근의 혈행개선 효과에 대한 연구결과를 바탕으로 향후 자체 연구비 투자 및 타 정

부과제 지원을 통해 건강기능식품 및 의약품 등의 관련제품 사업화를 모색할 계획임

2. 본 연구의 연구방법과 연구 결과를 바탕으로 산삼배양근에 대한 새로운 기능성 개발 연구

를 시도할 계획임

3. 센텔라아시아티카 배양근의 미백, 주름개선, 항염 등에 다한 연구결과를 바탕으로 기능성

화장품 개발 및 산업화에 활용할 계획임
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과 제 명

 (국문) 생물반응기 시스템 이용 약용식물 부정근으로부터 식의약용 소재생산 및 

       산업화 기술
 (영문) Industrialization Technology for the Mass Production of Functional Compounds

       from high-value Medicinal Crop Resources by using Bioreactor

주관연구기관 충북대학교 산학협력단
주 관 연 구

책 임 자

(소속) 응용생명과학부

참 여 기 업 동국제약(주) (성명) 박 소 영

총연구개발비

(2,680,000

천원)

계 2,680,000 총 연 구 기 간 2015.08.14. ~ 2019.08.13. (4년)

정부출연

연구개발비
1,600,000

총 참 여

연 구 원 수

총 인 원 92명

기업부담금 1,080,000 내부인원 44명

연구기관부담금 - 외부인원 48명

○ 연구개발 목표 및 성과

본 과제는 생물반응기 시스템을 활용하여 본 연구팀에 의해 식품원료로 기인정 된 산삼부정근과

천연 식․의약원료로 유망한 에키네시아의 고기능성 원료 대량생산체계를 구축하고, 비임상과 임상

을 통해 식․의약원료로서의 안전성을 확보하여 최종적으로 식물기반 기능성 의약품 소재의 개발

및 제품화를 통한 산업화를 하고자 함

○ 연구내용 및 결과

1. Pilot-scale 생물반응기를 이용한 고기능성 식물 식․의약원료 대량생산 기술개발

○ 식·의약 원료용 고기능성 세포주 개발 및 기능성 물질 함량증진 기술 개발

○ 고기능성 원료의 대량, 고품질 생산조건 구명

○ 생물공정 제어를 통한 고기능성 원료의 생산공정 최적화

○ Pilot-scale 생산시스템 이용 고기능성 식․의약원료 바이오매스 대량생산

○ 노지 재배와 비교한 경제석 분석 완료

○ 산삼배양근 등 2건 유상 기술이전 완료

2. 고기능성 식물 식․의약원료의 효능 및 안전성 평가

○ 생산원료의 독성시험 및 효능평가

3. 생물반응기 생산 고기능성 식물 식․의약원료의 산업화

○ 원료 식·의약 원료용 소재 평가

○ 의약원료 등재를 위한 비임상, 임상 시험 완료

○ 센텔라아시아티카 배양체 함유 화장품(센텔라24)의 제품화

○ 센텔라아시아티카 배양체 함유 화장품(센텔라24) 매출 26,095백만원 달성으로

성공적인 산업화

○ 연구성과 활용실적 및 계획

[별첨 1]

연구개발보고서 초록
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- 연구결과의 학술적 성과는 당해년도 SCI급 논문의 경우 목표치의 300%를 달성하였고,

총 연구기간 동안은 목표치 대비 166%(10편) 초과달성 하였고, 논문 IF도 3~4였음

- 특허출원과 등록은 성과목표에 다소 못미쳤으나, 기능성 고함유 배양근 제조 방법 2건을 유상

기술이전하였고 400%를 초과하는 제품화 실적과 매출을 달성하여 ‘산업화’라고하는 연구목표를

충분히 달성하였음

- 산삼배양근 추출물의 개별 인정형(혈액순환 개선) 기능성 원료가 될 것임

- 산삼배양근 추출물을 이용한 의약품 원료화 : 혈관계질환-고지혈증, 협심증, 당뇨병

- 센텔라아시아티카는 수입원료를 기내배양근으로 대체함으로서 나고야 대응 바이오소재로 중요한

의미가 있음

- 식물세포조직배양체로서는 국내에서 첫 번째 부정근 원료의 개별인정형 제품이 되는 것으로 관련

산업을 활성화 시키는데 이바지할 것임

- 의약품원료 허가 취득시 세계적으로 주목을 받고 있는 천연물신약에 한 걸음 더 다가갈 것으로

기대됨
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[별첨 2]

자체평가의견서

1. 과제현황

과제번호 315013-4

사업구분 농생명사업

연구분야
과제구분

단위

사 업 명 농생명산업기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
생물반응기 시스템 이용 약용식물 부정근으로부터 식의약용 

소재생산 및 산업화 기술
과제유형 (기초,응용,개발)

연구기관 충북대학교 산학협력단 연구책임자 박소영

연구기간

연 구 비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차연도
2015.08.14 -

2016.08.13
400,000 270,000 670,000

2차연도
2016.08.14 -

2017.08.13
400,000 270,000 670,000

3차연도
2017.08.14 -

2018.06.13
334,000 225,000 559,000

4차연도
2018.06.14 -

2019.08.13
466,000 315,000 781,000

계 48개월 1,600,000 1,080,000 2,680,000

참여기업

상 대 국 상대국연구기관

※ 총 연구기간이 5차연도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 : 2019년 9월 23일

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

충북대학교 산학협력단 부교수 박소영

4. 평가자(연구책임자) 확인 :

본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 

확약하며, 본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

본 연구결과는 국내 최초로 2003년 본 연구실에서 식품으로 식약처 인증을 받은 산삼배양

근을 개별인증형 기능성 원료로 인증받기 위한 연구이며, 이 과정에서 산삼배양근과 에키

네시아배양근에서 신규물질을 물질을 찾고 동정하였으며 효능을 분석하여 특허줄원하였기

에 원천기술로서의 창의성이 매우 우수하다고 판단함

2. 연구개발결과의 파급효과

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

본 연구는 약용식물의 배양근을 이용한 노지재배 식물, 혹은 수입대체 바이오소재로 대량생산 플랫

폼을 구축하고 산업화를 달성했다는 점에서 식물천연물 산업에서 무균기내배양의 가능성을 보여준

좋은 선례로 앞으로 동 분야 연구와 산업화의 발전에 있어 큰 파급 효과를 불러 올 것으로 판단 됨

3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

본 연구를 통해 개발 된 센텔라아시아티카 부정근은 화장품의 원료로 이용되어 2018년에 6가지의

화장품으로 개발되어 홈쇼핑 등을 통해 많은 매출을 올렸으며, 산삼배양근은 의약원료로 인증받기

위해 비임상과 임상시험을 실시하여 기능성을 인정받았기에 추후 기능성 원료로 산업적으로 유용하

게 활용 될 것임

4. 연구개발 수행노력의 성실도

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

1세부, 1협동과 2협동 연구팀은 유기적으로 연구 네트워크를 형성하며 성과목표를 달성하기 위해

성실히 노력하였고 연구결과를 공유하고 소통하여 우수한 연구성과를 도출하였음. 연구를 수행한

대학의 연구원이 공동연구한 2협동으로 신규취업을 함으로써 실질적인 기술이전이 이루었음. 단지

연구실적을 내는 것이 아니라 연구결과를 진정한 산업화로 연결하기 위해 최선을 다하였음

5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)
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구 분
세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

1년차

◯ 산산배양근
고기능성 부정근
라인(line) 선발 및
기능성물질 함량
증진 기술개발

10 100

► 산삼배양근 고기능성라인 유도

및 선발기술

► 아그로박테리움을 이용한 라인

유도

► HPLC 특이성분 검색

► 혈행개선 효능 분석

► 에키네시아 부정근 대량증식

► 지표성분의 분리

◯ Agrobacterium
Ri-plasmid를 이용한
모상근 유도

◯ 산삼부정근
unknown 특이성분
분리

◯ 산삼 배양근의
혈행개선(및
혈당조절)효능평가

◯ 에키네시아 기능성
의약원료 개발

◯ 에키네시아 배양근의
면역효능평가 및
지표성분의 분석

2년차

◯ 산삼배양근
고기능성 원료의
대량·고품질 생산
조건 최적화

15 100

► 고기능성 원료생산 조건 확립

► 아그로박테리움을 이용한 라인의

기능성분석

► 특이성분 추가적 검색

► 효능분석 및 평가 여부

► 에키네시아 배양근의 급성독성

여부

◯ Agrobacterium
Ri-plasmid를
이용한 모상근 유도

◯ 산삼부정근
unknown 특이성분
추가적 분리

◯ 산삼 배양근의
효능평가 및
원료의약품 평가

◯ 에키네시아
고기능성 원료의
대량·고품질 생산
조건 최적화

◯ 생산 배양근의
세포독성 시험

3년차

◯ Pilot-scale 생산시스
템에서 유효성분 고
함유 바이오메스 대
량생산 20 100

► 대용량 생물반응기 배양조건 개발

► 혈행개선 및 혈당조절 효능평가

여부

► 효능평가 기준 및 시험방법 확립
◯ 산삼 배양근의 혈행
개선 효능평가

연구를 통해 도출 된 성과는 연구결과의 학술적 성과는 당해년도 SCI급 논문의 경우 목표치의

300%를 달성하였고, 총 연구기간 동안은 목표치 대비 166%(10편) 초과달성 하였음(논문 IF 3~4).

또한 특허출원과 등록은 성과목표에 다소 못미쳤으나, 기능성 고함유 배양근 제조 방법 2건을 유상

기술이전하였고 400%를 초과하는 제품화 실적과 매출을 달성하여 ‘산업화’라고하는 연구목표를 충

분히 달성하였음

Ⅱ. 연구목표 달성도
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◯ 산삼 배양근의 기능
성 원료 평가

► 기능성물질 20% 이상 증진

► 고기능성 원료의 생산수율 증진

► 지표성분 분리

◯ 기능성 물질함량 축
적을 위한 배양조건
구명

◯ 센텔라아시아티카
고기능성 원료의
대량·고품질 생산
조건 최적화

◯ 센텔라아시아티카
배양근 지표성분분석

4년차

◯ 고기능성 원료의
생산공정의 경제성
분석

15 100

► 생산시스템의 경제성

► 표준추출물 대량생산공정 개발

► 기준 및 시험법 확립

► 대량생산공정 개발

► 기능성확인

◯ 추출물 대량생산
기술 개발

◯ 산삼배양근의
기능성 평가 및
기능성임상시험

◯ 센텔라아시아티카
추출물 대량생산
기술 개발

◯ 센텔라아시아티카
배양근 화장품 원료
평가

최 종
생물반응기를 이용한 고기능성 식물 화장품 및 의약원

료 대량증식
대량생산 체계 및 산업화구축 여부

합계 100 400
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Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

종합적으로 본 연구결과는 학술적인 면과 연구성과의 산업화라고 하는 면에서 목표한 바를 성실히

달성하였다고 판단되며, 이 과정에서 연구팀간에 원활한 기술적 교류와 함께 인적교류도 이루어져

좋은 연구성과로 연결되었다고 생각 됨. 본 연구를 통해 동분야 학문과 산업이 발전하는데 기초를

제공했다고 생각 됨

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

- 정량적 연구성과면에서 연국논문의 비SCI논문 실적이 미흡하나, 이는 대부분의 논문이 SCI급 논

문으로 게재가 되었기 떄문에 오히려 초과 달성한 것으로 이해해 주시기 바람

- 특허출원, 등록이 목표치에 다소 못미쳤으나 제품화, 매출 및 홍보 등 특허부분 부족한 성과를 상

쇠할 만큼 산업화 실적이 높음을 고려해 주시기 바람

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

- 산삼배양근의 혈행개선 효과에 대한 연구결과를 바탕으로 향후 자체 연구비 투자 및 타

정부과제 지원을 통해 건강기능식품 및 의약품 등의 관련제품 사업화를 모색할 계획임

- 본 연구의 연구방법과 연구 결과를 바탕으로 산삼배양근에 대한 새로운 기능성 개발 연

구를 시도할 계획임

- 센텔라아시아티카 배양근의 미백, 주름개선, 항염 등에 다한 연구결과를 바탕으로 기능성

화장품 개발 및 산업화에 활용할 계획임
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Ⅳ. 보안성 검토

1. 연구책임자의 의견

o 본 연구결과는 특허와 앞으로의 특허를 위한 기술들이 상당수 포함되어 있기에 보안이 

필요한 과제임

2. 연구기관 자체의 검토결과

o 연구기관 자체의 검토결과 역시 연구책임자 의견과 동일함
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당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

제1세부: 충북대학교

○ 산삼배양근의 기능성 부정근 라인(line) 선발 및

기능성물질 증진 기술개발

- 캡슐화에 의한 장기저장기술, 냉동 보존기술을

확립하여 기능성 부정근 라인의 장기저장이 가

능케 됨으로서 우수한 라인으로 선발된 부정근

의 장기저장이 가능하게 되었음

- β-glucosudase 생산 균주 4종류 처리를 통해 산

삼배양근의 주요 기능성 성분인 사포닌과 진세

노사이드 함량 증진을 확인 하여 기능성 물질

증진 연구목표를 달성함

○ 산삼배양근의 고기능성 원료의 대량 생산 조건

최적화

– Pilot-scale 생산시스템에서 유효성분 고함유

바이오메스 대량생산

- 생물반응기 형태에 따른 바이오메스를 조사한

결과 Ballon 타입이 Drum type에 비해 생산량이

높게 나타나 산삼부정근 바이오메스 생산에 효율

적임을 구명하였음

- 접종밀도에 따른 바이오메스는 10g·L-1밀도로 처

리시 가장 우수하였음을 구명하였으며, 산삼 부

정근과 6년근 인삼의 사포닌 함량을 분석한 결과

산삼 부정근의 사포닌함량이 더 우수하였음

○ 센텔라아시아티카 배양근의 고기능성 부정근

라인 선발 및 생장조건, 기능성물질 증진 기술

개발

- 센텔라 잎 유래 부정근이 생육이 가장 우수함을

구명하였으며, 최적의 생장조건은 MS+NAA

1mg·L-1+수크로스 5%가 가장 우수함을 구명하

여 3년차 목표를 달성함

- 센텔라 부정근과 야생 병풀식물체의 유효성분

및 특이적 기능성물질 함량 비교에서 센텔라 부

[별첨 3]

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태 □자유응모과제   ■지정공모과제 분 야

연 구과제 명 생물반응기 시스템 이용 약용식물 부정근으로부터 식의약용 소재생산 및 산업화 기술

주관연구기관 충북대학교 산학협력단 주관연구책임자 박 소 영

연 구개발 비

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

1,600,000 1,080,000 - 2,680,000

연구개발기간 2015. 08. 14 - 2019. 08. 13 (48개월)

주요활용유형
■산업체이전         □교육 및 지도         □정책자료         □기타( )

□미활용 (사유: )

2. 연구목표 대비 결과
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정근의 MS, AS, MA, AA, 등 Triterpenoids는

야생 병풀 식물체보다 낮게 나타났지만, 센텔라

부정근의 특이적 기능성물질(Araliadiol)은 더 높

게 나타남을 구명하여 연구목표를 달성함

○ 센텔라아시아티카 배양근의 Pilot-scale

생산시스템에서 유효성분 고함유 바이오메스

대량생산

- 생물반응기 형태에 따른 바이오메스를 조사한

결과 Ballon 타입이 Drum type에 비해 생산량이

1.3배 높게 나타나 바이오메스 대량 생산에 효율

적임을 구명하여 연구목표를 달성하였음

○ 센텔라아시아티카 배양근의 특이성분 및 효능

구명

- 센텔라 부정근의 특이성분 CAC1와 CAC2

발굴하였음

- CAC1과 CAC2의 효능구명실험에서 항염효능과

면역증강 효능을 구명함

- 센텔라아시아티카 특이성분 추출시 메탄올 함량

이 높을수록 특이성분 함량이 증진됨을 구명하여

3년차 목표를 달성함

제1협동: 한국한의학연구원

○ 산삼배양근 추출물의 표준화

- 산삼배양근으로부터 경제성과 효율성을 고려하

여 표준화와 생산공정을 개발하였음.

- 기준 및 시험법 개발을 위하여 Ginsenoside

Rg3, Rh1, Rg5, Compound K의 동시분석법을

개발하였으며, 이로부터 함량 기준이 제시되었

고, 품질관리법이 개발되어 연구목표 대비 100%

달성하였음.

○ 센텔라아시아티카 부정근의

표준화

- 센텔라 부정근으로부터 유효성분 추적을 위하

여 항산화, 항염, 항균 효능 평가를 위한 in

vitro 시험을 수행하였으며, 센텔라 대비 센텔라

부정근이 항염증 효과가 우수함이 확인되었음.

- 센텔라 부정근으로부터 유효 및 지표성분이 확

인되어 이를 기반으로 한 추출 조건이 개발되어

연구목표 대비 100% 달성하였음.

제2협동과제 동국제약

○ 산삼배양근 추출물 농축액의

독성평가(GLP)

- Sprague-Dawley 랫드에 13주간 반복 경구투

여하였을 때 나타나는 독성을 검사하고, 4주간

의 회복기간에 나타나는 변화를 확인하여 시험

물질의 독성을 평가하였음

- 본 시험조건 하에서 산삼배양근 추출물 농축액

의 무독성량(no observed adverse effect level.

NOAEL)은 암수 모두 3000 mg/kg/day로 판단

하고, 표적장기는 확인되지 않음을 확인하여 연

구목표를 달성한 것으로 판단됨

○ 산삼배양근 기능성 원료 평가

- 건강기능식품 개별 인정형 소재 개발을 위해

산삼배양근추출물농축액의 지표성분으로 Rg3,

Rg5, Rk1을 선정 및 기준을 설정하였으며,

HPLC법을 이용하여 지표성분의 분석법을 확립

하고자 분석법 밸리데이션을 수행하여 연구목표
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를 달성하였음

○ 산삼배양근 혈행개선 효능 평가

- 인체적용시험을 위해 시험기관과 연구자를 선

정하였으며, 18년 4월에 IRB 신청하였음

- 혈행개선 효능 평가 비임상 시험을 진행하여

18년 7월에 완료하였음

○ 센텔라아시아티카 배양근

지표성분 추적

- HPLC를 이용해 센텔라 식물체와 배양근의 크

로마토그램을 비교분석하고 식물체와 달리 배양

근에서 특이적으로 나타나는 성분을 확인하여

이를 지표성분으로 활용하였음

성과
목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문
논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

단위 건 건 건 건

백

만

원

백

만

원

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명 건 건

가중치

최종목표 7 5 2 1 6 5 16 11 1

연구기간 내
달성실적

5 3 2 5 8
26,
23
1

10 12 1 25 11 8 3

달성율(%) 71. 60 100 400 200 20 156 100 800

* 결과에 대한 의견 첨부 가능

3. 연구목표 대비 성과
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성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술실

시

(이전)

사업화
기

술

인

증

학술성과
교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타
(타 
연
구 
활
용 
등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논

문

평

균

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

①   약용식물의 부정근 배양 생물반응기 시스템의 플랫폼 기반 구축

②   Pilot 스케일의 탱크배양을 통한 유효성분 고함유 바이오메스 대량생산

③   배양근 추출물의 표준화 및 지표성분 탐색 

④   임상, 비임상을 통한 배양근의 바이오소재 원료화로 산업화 

5. 연구결과별 기술적 수준

구분
핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계
최초

국내
최초

외국기술
복    제

외국기술
소화․흡수

외국기술
개선․개량

특허
출원

산업체이전
(상품화)

현장애로 
해    결

정책
자료

기타

①의 기술 v v

②의 기술 v v

③의 기술 v v

④의 기술 v v

* 각 해당란에 v 표시

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술

ㅇ BT 기반 식물세포배양을 통해 국제적으로 고부가가치 산물인 천연물을 생산하는 

분야에서 우리나라는 세계적 수준 특수 기반기술을 원천기술화

ㅇ 연중 계획생산이 가능한 생물반응기 시스템에서의 대량생산 기술, 환경조절 기술

개발 완료

②의 기술 ㅇ 글로벌 요구 규격에 적합한 품질 관리, 효율성 제고 공정 기술 개발

③의 기술 ㅇ 기능성식물 원료의 안전성/안정성 확보 및 품질 제고

④의 기술 ㅇ 식물세포 및 기관 배양을 통한 향후 보건의료분야에 사용될 의약원료 생산 산업

을 독보적으로 확립해 나갈 것으로 기대

7. 연구종료 후 성과창출 계획
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IF

단위 건 건 건 건

백

만

원

건

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명

가중치

최종목표 8 6 4 2 1 8 5 19 13 3

연구기간 내
달성실적

5 3 2 5 8
26,
23
1

10 12 1 25 11 8 3

연구종료 후
성과창출 
계획

1 1 2 3 0 2 0 3 2 2

핵심기술명1) 테카성분이 증가된 센텔라아시아티카 모상근 라인

이전형태 □무상  ■유상 기술료 예정액 10,000천원

이전방식2)
□소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     ■협의결정 

□기타( )

이전소요기간 2주 실용화예상시기3) 2021

기술이전시 선행조건4) 전문가 기술지도 필요

핵심기술명1) 산삼배양근 유래 신규 물질

이전형태 □무상  ■유상 기술료 예정액 10,000천원

이전방식2)
□소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     ■협의결정 

□기타( )

이전소요기간 2주 실용화예상시기3) 2021

기술이전시 선행조건4) 전문가 기술지도 필요

1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허

락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 

권리

3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 

등 기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)
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