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<요약문>

연구의

목적 및 내용

  유산균 발효 한약재를 이용한 골관절염 개선 건강기능식품 개발

○ 발효한약재 복합물의 골관절염 개선 위한 최적 추출조건 확립

○ 발효한약재 복합물의 원료 표준화  및 지표성분 분석법 확립

○ 발효한약재 복합물의 대량생산 제조공정 표준화 및 기준규격 설정

○ 발효한약재 복합물의 골관절염 개선 메카니즘 시험

○ 발효한약재 복합의 골관절염 개선 동물시험 효능 검증

○ 발효한약재 복합물 활용 골관절염 개선 인체적용시험

○ 발효한약재 복합물을 활용한 골관절염 개선 건강기능식품 개별인정 

서류 작성 및 신청

연구개발성과

○ 한약재의 생물전환 기술을 활용한 골관절염 개선 기능성 소재개발 

기술 확보

○ 생물전환기술을 통한 한약재 내 기능성분의 생체이용률 증진 기술 

확보

○ 생물전환 된 우슬, 땅두릅, 녹각 등의 골관절염 개선 메카니즘 규명

○ 산업화에 적합한 최종 원재료 설정 및 배합비 확정

○ 산업화를 위한 원료 표준화 및 대량생산 공정표준화 완료

○ 골관절염 개선 효능 평가 기술 확보 

○ 골관절염 개선 기능성 소재의 지표성분 분리 및 분석기술 확보

○ 생물전환 기술로 개발된 기능성 소재의 인체적용 시험을 통한 기능

성 확인

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

○ 골관절염개선 건강기능식품 개별인정 원료 등록 및 골관절염 개선 

건강기능식품 제품 개발 

○ 골관절염 개선 기능성소재로 해외시장 개척

○ 고령자용 및 운동선수용 등 다양한 용도의 복합제품으로 개발  

○ 국내 약용작물 재배농가 소득 향상

국문핵심어

(5개 이내)
한약재 골관절 유산균 생물전환 개별인정

영문핵심어

(5개 이내)

traditional 

herb
bone joint 

lactic acid 

bacteria 

bio 

conversion

individual 

approval
※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)



Purpose and 

Contents

  Health functional foods development for improving osteoarthritis 

using lactic-acid fermented traditional herbs

○ Establishing optimal extraction condition of marker compounds 

in lactic-acid fermented traditional herbs for improving 

osteoarthritis

○ Establishing standardization of raw materials and analytical 

method of marker compounds in lactic-acid fermented traditional 

herbs

○ Standardization of manufacturing processes for mass production 

and standard setting for marker compounds in lactic-acid 

fermented traditional herbs

○ Mechanism test for osteoarthritis improvement of marker 

compounds in lactic-acid fermented traditional herbs

○ Efficacy verification with animal testing of marker compounds in 

lactic-acid fermented traditional herbs

○ Human Studies on osteoarthritis improvement using marker 

compounds in lactic-acid fermented traditional herbs

○ Complete and submit the application for individual approval of 

functional food for improving osteoarthritis using marker 

compounds in lactic-acid fermented traditional herbs

Research and 

developments 

output

○ Guarantee of functional materials development technology for 

osteoarthritis improvement by bioconversion of traditional herbs

○ Establish bioavailability enhancement technology of traditional 

herbs by bioconversion

○ Investigate mechanism of improving osteoarthritis by bioconverted 

Achyranthes Japonica Nakai, Aralia Continentalis Kitagawa, 

Cervus nippon Temminck, etc

○ Set final raw materials suitable for industrialization, combination 

percentage 

○ Finalize standardization of raw materials, mass production 

process for industrialization.

○ Establish evaluation technique of the effectiveness of improving 

osteoarthritis

○ Establish analytical method and analysis technique of functional 

materials for improving osteoarthritis 

○ Verify functionality by human studies for functional materials 

using bioavailability

<Summary>



Application plan 

of R&D output

(Desired effect)

○ Registration of individual approval of functional food for 

improving osteoarthritis and product development

○ Overseas Market Development by functional material for 

improving osteoarthritis and product development

○ Complex product development with variety of applications for 

the aged and athletes, etc

○ Income increase of local medicinal plant growers

Keywords
traditional 

herb
bone joint 

lactic acid 

bacteria 

bio 

conversion

individual 

approval
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1.� 연구개발과제의�개요

1-1. 연구개발 목적

유산균발효 한약재를 이용한 관절건강에 도움을 줄 수 있는 기능성 소재 개발

이에 본 연구에서는 1) 한약재 발효 복합 추출물의 퇴행성 관절염 및 척추 관절염 예방 완화 

특성 조사, 물질 분리 및 생리기능성 연구, 2) 유산균 발효 한약재를 이용한 건강기능식품 개별

인정형 소재 개발, 3) 건강에 도움을 줄 수 있는 건강기능식품 2종 개발을 목표로 연구를 수행

하였음.

1-2. 연구개발의 필요성 

  1. 연구 개발의 개요

  ○ 평균 수명 연장으로 관절염과 같은 퇴행성질환에 대한 관심이 크게 증가

  ○ 스테로이드성 또는 비스테로이드성 관절염치료제(의약품)는 약물 의존성이나 부작용이 많아 

부작용이 없는 건강기능식품 등의 대체방안이 요구되어지고 있는 실정  

  ○ 관절건강에 대표적인 건강기능식품인 글루코사민과 콘드로이틴의 위기

    • 미국국립보건원 발표 (2008. 6.17) - 6개월간의 비교시험에서 글루코사민과 콘드로이틴이 

‘통증감소’에 있어서 위약보다 단 4%만의 효과가 있다고 발표

    • 한국보건의료원발표(2010.1.27. 데일리팜) - 한양대 류마티스병원장 배상철 교수팀이 연구

한 결과 글루코사민과 콘드로이틴제제의 과학적 근거평가에서 관절염환자의 통증감소, 기능성

향상, 관절강 소실 예방에 대한 효과 평가에서 효과적이라고 결론 내리기에는 근거가 낮다고 

발표 

    • 류마톨로지 학술지 발표 - 80명의 관절염환자를 대상으로 글루코사민과 위약을 비교한 결

과 ‘통증개선’에 있어 위약과 비교해 효과차이가 없다고 발표

  ○ 글루코사민과 황산콘드로이틴 및 그외 약효가 미미한 관절건강기능식품을 대체할 소재가 

절실히 필요

    • 골관절 관련 통증완화 또는 염증완화 등의 우수한 효능과 함께 부작용과 의존 위험이 적은 

기능성 원료가 관절건강관련 시장을 대체해 나갈 것으로 예상됨

  ○ 우리나라의 경우 골관절 질환 관련 기능성식품 시장은 글루코사민을 중심으로 2009년 기

준 연간 1천억 원에 이르는 것으로 보고되어 있으나, 2010년 한국보건의료연구원이 공개한 
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글루코사민과 콘드로이틴 제제 사용현황 조사와 평가보고서에 글루코사민의 골관절염에 대

하여 효능이 없다는 보고가 있은 후 글루코사민과 관련된 건강기능식품 시장이 위축되고 

있는 실정

   ○ 골관절 질환 관련 시장에서의 문제점 보완과 더불어 기능성이 검증된 안전한 소재의 개발 

필요

   ○ 본 연구에서는 유산균 복합발효 공법을 이용하여 우슬, 독활, 녹각 등 천연물을 이용한 관

절건강 기능성 식품 개발을 통하여 내수 시장 확보 및 대외 수출 경쟁력을 확보하고자 하

였음

   ○ 우슬(牛膝)은 비름과(Amaranthaceae)의 쇠무릎(Achyranthes radix)의 뿌리를 기원으로 하

여 한국과 일본, 중국에 분포하여 자라며, 한약재 등으로 사용되어지고 있음. 최근 연구가 

조금씩 진행되어 천연물 의약품으로 사용되고 있으나 유산균 발효 등의 소재개발까지는 진

행되어있지 않음

   ○ 관절염에 효과적이라 알려진 한약재인 우슬, 독활, 녹각의 단독 사용 또는 병행 사용이 관절

염 또는 관절 통증 개선에 미치는 효과를 확인함으로 가장 효과적인 소재의 개발이 가능할 것

이라 사료됨

   ○ 선별된 추출물들의 성분분석 및 발효추출물들의 생리활성물질 규명과 관절염 개선 효과를 

체계적으로 연구하고, 그 결과를 토대로 생산공정기술 개발과 밸리데이션 및 표준화를 통한 

기능성 식품 소재의 확보가 필요함

   ○ 유산균 발효 생물전환 기술은 유효성분의 생체이용률을 높이고 독성을 감소시키는 등의 효

과가 알려져 있는 바. 관절염 증상 개선과 관련된 성분 및 효능을 증가시킨 발효물을 개발하

고, 발효물 생산법 표준화를 통해 퇴행성 관절염 통증 완화를 비롯한 관절건강 기능성소재의 

개발은 퇴행성질환을 주로 앓고 있는 고령자에게 보다 효과적인 기능을 제공하는 소재가 될 

것으로 사료됨

   ○ 우슬, 독활, 녹각 등 한약재의 유산균 발효를 이용한 생물전환 방법으로 관절건강 기능성 원

료 개발 및 기능성, 안전성 평가 수행. 기능성원료 유효성 평가는 in vitro 및 in vivo 효능 평

가 및 메커니즘 규명을 통해 생산된 기능성원료를 대상으로 인체적용시험을 진행하여 기능성 

소재로서 사용 가능성을 탐색 함

   ○ 우슬, 독활, 녹각 유산균 발효추출물의 건강기능식품 기능성원료 제품화 연구로 pilot 

scale(1,000kg) 규모의 제조공정 연구, 기능성식품 제제 및 제형 연구, 기능성식품 원료 및 제

제 안정성 평가(가속, 실온), 유용물질의 전임상 및 기능성식품 인체적용 시험(전문기관 의뢰)

을 수행하여 기능성식품 개별인정형 원료 인증을 신청하였음
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2. 연구개발 대상의 국내외 현황 

가. 국내 기술 수준 및 시장 현황

  

(1) 기술현황

    

§ 우슬, 독활, 녹각은 음료, 환, 분말 등 단순 추출물을 활용한 일반식품형태로 이용되거나 

건강기능식품의 부원료로 이용되고 있으며, 우슬, 독활, 녹각에 함유되어 있는 기능성분의 

추출수율증대 및 생체이용률을 높이기 위한 특이적인 가공기술개발에 대한 보고는 없는 

상태임

§ 우슬 및 독활은 건강기능식품 기능성원료로 아직 등재되어 있지 않은 원료이며, 건강기능

식품 개별인정 원료로의 등재를 위한 연구도 아직 미미한 실정임

 

§ 건강기능식품 관절건강 개별인정 원료 현황

 Fatty Acid Complex, MSM, N-아세틸글루코사민, 가시오가피 등 복합추출물, 강황추출

물, 글루코사민, 닭가슴연골분말, 로즈힙분말, 보스웰리아 추출물, 비즈왁스알코올, 전칠삼추

출물등 복합물, 지방산복합물, 차조기등복합추출물, 초록입홍합추출오일, 호프추출물, 황금추

출물 등 복합물 

§ 우리나라의 경우 약 4,000여 종의 식물자원을 이용하여 관절 질환에 대한 연구를 지속하

고 있으나 가시오가피, 우슬 등의 생약복합제제의 추출성분만을 이용한 연구 진행 중 임. 

아직 생물전환기술을 이용한 생약복합제의 생체이용률을 증진, 생약복합제 섭취 시 관능 

개선, 신소재 개발과 같은 연구는 활발히 진행되고 있지 않음 

§ 생물전환기술을 통한 건강기능식품 소재 개발을 위해서는 생산공정의 표준화, 우수한 생물전

환 균주의 확보, 기능성분 및 지표성분의 분리 및 분석에 관한 기술개발이 수반되어야 함

§ 퇴행성 관절염 치료제 현황 
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(2) 시장현황

§ 관절 관련 건강기능식품의 국내시장 규모는 약 291억 원, 이중 글루코사민 제품이 약 85

억 원, N-아세틸글루코사민 제품이 약 53억 원, 개별인정형 제품이 약 153억 원 (2013

년)                                              * 자료출처: 농업기술실용화재단

§  2007년 1,000억 원의 매출액을 나타냄으로써 국내 건강기능식품 중 가장 큰 비중을 차

지했던 글루코사민이 2010년 실제 관절건강에 큰 효용이 없다는 보건의료연구원의 연구

결과가 언론사를 통해 보도되면서 (한겨례 http://www.koreahealthlog.com/1622) 매출

이 급락 

§ ‘우슬, 독활, 녹각’을 사용한 관절 제품 사례  

   사례1) 우슬 뿌리와 녹각을 달인 진액 제품    

      - 제조사 : 비땅산야초 / 가격 :60팩/ 18만원

   사례 2) 우슬과 식물성 소재를 혼합하여 만든 환 제품들 

        - 제조사 : 엘에스과학생명/생생스림, 가격 : 1만원/2만 5천원 (1통)
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사례 3) 우슬과 식물성 소재를 말려 차로 마시는 제품 

        - 제조사 : 몽테베르거 가격 : 3만원 (1세트) 

                

(3) 경쟁기관현황

• 천연물 진통소염제의 경우 SK케미칼의 조인스정, 한국피엠지의 레일라, 녹십자의 신바로 

등

• 관절염관련 천연물 진통소염제의 경우 녹제초와 낙석등(동아에스티), 은행엽과 인삼(서

울제약), 금은화와 지모(함소아제약), 황기와 노린재나무 잎(YD생명과학) 등이 임상진행 

중

 (4) 지식재산권현황

§ 우슬, 독활, 녹각 복합추출물은 통상적으로 사용되는 추출, 발효방식을 이용하거나, 특

허된 기구를 이용하여 추출 후 발효를 진행할 예정으로 기능성 위주의 내용을 검토하

였음.

§ 현재까지 우슬, 독활, 녹각 복합물로 골관절염 및 허리통증 개선에 특화된 특허는 없는 

것으로 조사되었음.

§ 골관절염 및 허리통증 개선과 관련이 있는 유효특허는 26건이 검색되었으나 다양한 여

러 소재들이 단순 혼입된 복합물 조성물 형태의 특허기술임 
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(5) 표준화현황

• 우슬은 ecdysterone과 inokosterone로 표준화 연구(한국 및 중국 지역에서 수집된 우슬

의 모니터링을 통한 지표성분의 함량기준 설정, 분석과학 vol.25 no.4 (2012년 8월) 

pp.250-256))가 있었고, 독활과 녹각에 대한 표준 규격에 대해서는 검색된 바 없음

나. 국외 기술 수준 및 시장 현황

 

(1) 기술현황

 • 일본에서는 우슬의 oleanolic계 saponin, steroid계 inokosterone, ecdysone β- 

sitosterol 등의 성분이 항종양 활성을 보였다고 일부 보고되고 있음

(2) 시장현황

 • 관절염관련 시장은 2010년 306억 달러에서 연평균 3%로 성장하여 2018년 406억 달러 

규모의 시장을 형성할 것으로 전망 

§ 급속화 되는 인구 고령화로 세계 퇴행성 관절염 환자 수는 지속적으로 증가하고 있음

   세계인구의 약 10~15%가 퇴행성 관절염을 앓고 있으며 노년층 10명 중 8명에서 발병함  

                                         (출처 과학과 기술, 한국과학기술단체, '10년)

§ 관절염 치료비는 2010년 306억 달러에서 연평균 3% 성장하여 2018년 406억 달러 

규모의 시장을 형성할 것으로 전망 
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< '11년 기준 연평균 3%의 성장률을 감안한 수치임 >

 주) 세포 치료제 관련 시장자료 부족으로 세포 치료제 시장을 제외하였고 진통소염

제 시장은 크리스탈지노믹스 ('13년), 히알루론산 치료제 시장은 Transparency 

Market Research('14년), 인공관절 시장은 보건산업 진흥원('15년) 자료를 바탕으로 

산정함 (출처: 보건산업진흥원(2015년), 크리스탈지노믹스(2013년) 재가공)

∎ 퇴행성 관절염 치료 시장은 진통소염제와 인공관절이 전체 시장의 94%('14년)를 점유하

고 있으며 히알루론산 치료제는 상대적으로 낮은 시장 점유율을 보임 

 - '14년 진통소염제는 54%(191억 달러), 인공관절은 40%(141억 달러)이며, '18년에는 두 

시장 비율이 93%(406억 달러)로 유사한 수준을 나타낼 것으로 전망 

 - '14년 히알루론산 치료제는 5%(19억 달러)로 시장 비율 변화가 낮을 것으로 전망 

(3) 경쟁기관현황

  • 본 연구와 관련된 한약재 유산균 발효를 통한 관절건강 기능성 소재 생산 경쟁기관은 

없음

(4) 지식재산권현황

  • 본 연구와 관련된 한약재 유산균 발효를 통한 관절건강 기능성 소재는 지식재산권이 없음
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(5) 표준화현황

•  우슬은 대한약전 생약 및 생약제재에 등재 되어 있으며, 확인시험 및 순도시험, 건조감

량. 17.0 % 이하(6 시간). 회분(10.0 % 이하). 산불용성회분에 대한 규격이 설정되어 있음 

•녹각은 대한약전 외한약 규격집에 성상과 등급에 대한 규격만이 설정되어 있음

•독활은 대한약전외한약(생약)규격집에 수재된 생약으로 Continentalic acid를 확인시험을 

통해 확인하도록 하고 있음

3. 연구개발의 중요성

○ 노인인구의 증가로 관절건강에 대한 관심과 관련시장이 늘어나고 있는 추세    

○ 스테로이드성 또는 비스테로이드성 관절염치료제(의약품)와 달리 약물 의존성이나 부작용이 없

는 건강기능식품을 이용한 관절건강치료 대체방안의 필요성 요구   

○ 글루코사민과 황산콘드로이틴 및 약효가 미미한 관절건강기능식품을 대체할 소재 필요성 증가

• 식품의 형태로 효과가 우수하고, 부작용과 의존 위험이 적은 기능성 원료가 관절건강관련 시장

을 대체할 것으로 예상됨

○ 허리통증은 디스크, 퇴행성 척추 관절염, 염좌, 골절 등의 요인으로 발생하며, 퇴행성 척추 관

절염의 경우 만성질환으로 단순 소염․진통제만으로는 그 질환의 효과적 조절에 어려움 있음

○ 관절염에 사용되는 기존 치료제 또한 장기간 복용에 따른 부작용으로 노년층 환자들에게 많

은 불편을 초래하고 있는 실정

○ 머크사의 바이옥스와 화이자사의 벡스트라의 회수조치로 관절염 치료제 시장 위축 

○ 아세트아미노펜이나 트라마돌과 같은 진통제 및 COX-2 저해제를 포함하는 NSAIDs계 약

물이 주로 사용되고 있으며 이들 대부분은 근본적인 연골재생이 불가능하고 장기간 투여 시 

부작용을 일으키므로 주의가 필요함

○ 우리나라의 경우 골관절 질환 관련 기능성식품 시장은 글루코사민을 중심으로 2009년 기준 

연간 1천억 원에 이르는 것으로 보고되어 있으나, 2010년 한국보건의료연구원이 공개한 글루

코사민과 콘드로이틴 제제 사용현황 조사와 평가보고서에 글루코사민의 골관절염에 대하여 효

능이 없다는 보고가 있은 후 글루코사민과 관련된 건강기능식품 시장이 위축되고 있는 실정

○ 골관절염 관련 건강기능식품 시장에서의 다양한 문제점들을 보완하는 기능성 및 안전성이 담

보된 소재의 개발이 필요함 
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1-3. 연구개발 범위

1. 문헌을 통한 관절건강 기능성 소재에 대한 정보 수집

2. 원료 표준화

∙ 원재료 선정

∙ 지표물질 설정 및 분석 기술 확보

∙ 가속 실험 통한 안전성 및 안정성 확인

3. 공정 표준화

∙ Lab scale 최적 공정 확립

∙ Lab scale 생산공정 기반 Pilot scale 최적 공정 확립

4. 소재 기능성 확인 및 메커니즘 규명 (in vitro, in vivo, 인체적용시험)

∙ in vitro 실험 : 각 소재의 기능성 확인 및 경제성을 담보하는 원재료 선정, 배합비 결정

∙ in vivo 실험 : 전임상 실험 진행

∙ 인체적용시험 : 골관절염 대상자30 cases

5. 소재의 사업화

∙ 기술실시 

∙ 제품화



- 10 -

2.� 연구수행�내용�및� 결과

 2-1 연구개발 방법

 1. 연구개발 추진전략 및 방법

 ○ 유산균 한약재 발효추출물 제조(lab scale 10 kg 단위 및 pilot scale 1,000 kg 단위) 

   - (주)메디앤바이오(주관기관)는 한약재의 유산균 발효 소재 관련 개발 담당

      우슬, 독활, 녹각 등 한약재의 원산지 및 품질관리

      유산균 발효 최적화를 위한 소재의 물성연구 

      신라대학에 구비되어 있는 GMP시설을 이용해 발효 한약재 추출물을 제조 

   - 신라대학은(협동기관) 유산균 발효 관련 개발 담당

      유산균 선별, 유산균 배양 조건 확립 등

      발효 한약재의 추출 조건 확립

       

  ○ NMR, LC/MS를 이용한 지표물질(biomarker) 선정 

   - (주)메디앤바이오(주관기관)와 신라대학교(협동기관)는 관절건강 기능성 소재 개발 생

산을 위한 지표물질을 NMR과 LC/MS를 이용하여 구조 규명

  

  ○ 항염증 관련 인자 실험을 통한 유효성분 탐색

   - 신라대학교(협동기관)는 관절건강 기능식품 소재 기능성 인증을 위한 Nitric oxide, 

IL-1b, PGE2, TNF-a, COX-2 등의 생리 활성 기능을 측정

    

  ○ 뼈성장 관련 인자 실험을 통한 유효성분 탐색

    - 신라대학교(협동기관)는 관절건강 기능식품 소재 기능성 인증을 위한 뼈성장과 관련된 

생리활성인 MG-63 세포성장, IGF-1, VEGF 등을 측정

    

○ 대량생산 공정 확립

    - Pilot scale(1,000 kg)의 한약재 유산균 발효 공정 개발

○ 일반독성 및 유전독성 시험

    - 한국건설생활환경시험연구원(KCL)
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 ○ 인체적용 시험용 시료 생산

    - 신라대학교 GMP 생산시설을 이용한 인체적용 시험용 제품 생산

    

○ 표준화 된 원료의 건강기능식품 제형화

  - 제형의 안정성 및 다양화를 위해 초미세 분말화, 분말의 기능성 물질 안정성 테스트  

○ 지표성분 분석법 밸리데이션

  - HPLC를 이용한 우슬, 땅두릅의 밸리데이션

 

○ 유통기한 설정을 위한 가혹시험

    - 원료의 안정성 실험, 지표성분 경시변화 및 함량 실험, 유화 안정성, 미생물 검사, 관능검사 

   

○ 인체적용시험

    - GCP규정에 따른 30 cases 이상의 인체적용시험을 통해 관절 통증 완화 기능성 및 안전성 

검증

   

○ 개별인정 신청

  - 식품의약품안전처에 관절건강 개선 기능성 원료 인증 신청
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 2. 연구개발 추진체계
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기관명 주요 담당 업무

㈜ 메디앤바이오

- 문헌통한 관절건강 기능성 소재 정보 수집

- lab scale/Pilot scale 유산균 배양 통한 한약재 발효 제조 공정 

개발

- 생산 공정 최적화 및 원료 경제성 확보

- 원료 제형화

- 추출발효물 독성시험 진행(GLP 기관)

- 인체적용 시험용 시험제품 생산

- 원료 가속시험 통한 유통기한 설정

- 인체 적용 시험 시행

- 개별인정형 원료 인증 신청을 위한 서류 작성 및 제출

- 사업화 위한 시제품 제작

신라대학교

- 계획 수립 및 자료 조사

- 한약재 발효에 사용될 가장 효과적인 유산균 발효조건 탐색

- 발효한약제 시료 추출물 확보

- NMR, LC/MS를 이용한 지표물질 선정

- LC/MS를 이용한 지표물질 및 제품의 finger print 분석을 통한 

제품 표준화

- 유효성분 탐색(in vitro) : 함염증 관련인자 실험, 뼈성장 관련 

인자 실험

- 동물 실험 : 골관절염 동물모델에서의 추출물 효능 실험, 폐경기 

골다공증 동물모델에서 추출발효물의 효능

[그림. 연구 세부 추진 체계 및 전략]    

∙ 본 연구는 우슬 등 생약 원재료에 생체전환 기술 적용으로 관절건강 기능성 소재를 개발하여 생

체이용률을 높이고, 과학적 효과 효능이 검증된 소재를 개발하고자 함.

∙ 관절 건강에 유용하다 알려진 생약소재를 문헌을 통해 탐색하고 그 효과 효능 및 작용 메커

니즘을 규명함으로써 과학적 근거를 확보하고자 함.

∙ 복합 추출물의 생산에 필요한 원재료의 최적 비율을 확인하고, 대량 생산 공정의 표준화를 

통해 안정적 원료 공급이 가능토록 하고자 함.

∙ in vitro, in vivo, 인체적용시험을 통해 개발된 소재의 기능성을 과학적으로 검증하고자 함.

∙ 본 연구를 통하여 취득한 지적재산권을 활용한 마케팅 추진으로 원활한 시장 진입이 가능할 것

으로 예상됨.
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∙ 연차별 세부 추진 전략

가. 1차년도

  (1) 개발 목표 

   - 주관연구기관(메디앤바이오) : 유산균 발효 한약제 lab scale(10kg 이하) 생산 기술 개발 및 

표준화  

   - 협동연구기관(신라대학교) : 유산균 발효 한약재의 항염 활성 및 골형성 촉진 활성 측정

                                 

    

(2) 개발 내용 및 범위 

      

      

    (가) Lab scale 유산균 배양을 통한 한약재 발효 제조공정 개발 

 한국생명공학연구원 유전자원센터 유전자은행(KCTC)에서 분양을 받아 MRS배지(Difco 

Co.)에 계대배양 한 후 실험을 수행 한다. 유산균의 복합배양에 사용한 한약제는 4℃, 

4,000×g에서 10분간 원심분리 하여 침전물을 제거한 후 pH를 6.3으로 조정하여 121℃, 

15분간 멸균하며, 유산균의 생육을 증대시키기 위해 당밀이 함유된 brown sugar를 각각 

1%(w/v)와 5%(w/v)로 첨가한다. 복합배양 시 유산균은 각각 108 CFU/mL의 stock액을 

제조한 후 한약 40 mL(50 mL tube, Corning Co.)에 각각의 stock액 10 μL를 혼합하

여 접종하며, 유산균이 혼합 접종된 한약은 37℃에서 정치배양 한다.

 본 연구에 사용한 발효용 유산균은 Lactobacillus brevis KCTC 3498, Lactobacillus 
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casei KCTC 3109, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635, 

Lactobacillus fermentum KCTC 3112, Lactobacillus helveticus KCTC 3545, 

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum KCTC 3108 등 3 종 이상을 발효한 한약재

를 선별 사용한다. 

 (나) 우슬 등 한약재의 발효추출물 표준화 및 유효성분 탐색(in vitro)

• 열수추출방법을 이용하여 우슬 등 한약재 및 발효한약재 시료의 추출물 확보

 본 연구팀은 한약재추출물을 유산균의 한 종류인 Lactobacillus plantarum을 이용하여 발효

하였고 이들의 관절염관련 생리활성을 측정해보았다. 따라서 1차년도는  Lactobacillus 속 

중 Lactobacillus gasseri, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, 

Lactobacillus brevis 등의 유산균발효를 통해 얻은 한약재추출물들을 스크리닝하여 보다 좋

은 효능의 발효추출물을 선별하고자 한다.

• NMR, LC/MS를 이용한 지표물질(biomarker) 선정

 건강기능식품 효능 검증과 제조 및 품질관리에 사용될 지표물질을 NMR, LC/MS를 이용

하여 분석한다. 1H-NMR spectrum은 Varian Unity lnova 500MHZ(Varian lnc., Palo 

Alto, CA., USA)로 측정 하며, D2O용매를 사용 하고 ppm 단위로 나타낸다.

 활성물질 정량을 위해 HPLC(High Performance Liquid Chromatography)조건은 다음과 

같이 mobile phase는 methanol : water(80：20）에서 μBondapak C18 (3.9 x 300 mm) 

컬럼이나 이와 동등한 성능의 컬럼을 사용하고, 280 nm에서 측정한다. 본 연구의 결과는 

SAS system을 이용하여 ANOVA분석 후 α = 0.05에서 Duncan's multiple range test로 

유의성을 검정한다.

• 항염증 관련 인자 실험을 통한 유효성분 탐색(Nitric oxide(NO), IL-1β, PGE2, TNF-

α, COX-2 등)

① Nitric oxide (NO)는 높은 반응성을 가진 생체 생성분자로써 NO synthase (NOS)에 의

해 L-argine으로부터 생성된다. NO는 신경전달, 혈관의 이완 및 세포매개성 면역반응에 

관여하는데, 특히 대식세포가 LPS로 자극될 때 iNOS가 발현되어 NO를 생성하게 된다. 이

렇게 생성된 NO는 염증반응을 매개하는 역할을 하고 또한 활성화된 대식세포는 TNF-α, 

IL-1β, IL-6와 같은 pro-inflammatory cytokine을 생산하게 된다. 염증매개물질이 과량 

생산되면, 과도한 면역반응을 야기하게 되고 이로써 각종 인체질환을 악화시키는 원인이 된

다. 따라서 NO, TNF-α 및 IL-6와 같은 염증 매개물질을 억제하는 물질을 발견한다면 

각종 면역질환 및 인체질환의 치료에 도움이 될 것이다.

② 대식세포에서 IL-1β 측정

 본 시험법은 mouse macrophage cell인 Raw246.7 cell을 이용하여 LPS를 처리 하였을 때 
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유도 되는 염증 반응에서 생성되는 다양한 매개체중 하나인 IL-1β의 양을 ELISA kit을 이

용하여 측정함으로써 염증반응의 정도를 측정 한다. 

③ PGE2

 본 시험법은 mouse macrophage cell인 Raw246.7 cell을 이용하여 LPS를 처리 하였을 때 

유도 되는 염증 반응에서 생성되는 다양한 매개체중 하나인 PGE2의 양을 ELISA kit을 이

용하여 측정함으로써 염증반응의 정도를 측정 한다.

④ TNF-α 

 혈청 및 비장 세포 TNF-α 측정: 시험 종료 후 마우스 안와정맥총에서 채혈한 후 원심분

리를 이용하여 분리한 혈청과 비장세포 상등액에 대하여 TNF-α 변화량을 ELISA kit을 

이용하여 정량한다.

⑤ COX-2

 혈청 및 비장 세포 내 IFN-γ 측정: TNF-α 측정과 마찬가지로 시험 종료 후 마우스 안

와정맥총에서 채혈한 후 원심분리를 이용하여 분리한 혈청과 비장세포 상등액에 대하여 

IFN-γ의 변화량을 ELISA kit을 이용하여 정량한다.

• 뼈성장 관련 인자 실험을 통한 유효성분 탐색(MG-63 세포성장, IGF-1, VEGF 등)  

골아세포인 MG-63세포 배양시 유산균 한약재 발효 추출물을 첨가하여 세포성장률과 

IGF-1, VEGE 등을 측정하여 그 유효성을 알아본다.

(다) 대량 생산 공정 개발

• Pilot scale(1,000kg)의 생산 한약재 유산균발효 공정 개발

그림 21. 협동연구기관에서 보유한 5톤 규모 배양기 및 농축기

 

 • 생산 공정 최적화 및 원료 경제성 확보
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(라) 지표성분 시힘법 확립 및 시험법 밸리데이션 

§ 선정된 기능/지표성분의 분석시험법이 재현성이 있는지 검증하는 방법으로 분석에 사용되

는 오차가 허용되는 정도를 과학적으로 입증하는 것임  

< 밸리데이션 평가방법>

나. 2차년도

(1) 개발 목표 

      - 주관연구기관(메디앤바이오) : 유산균 발효 한약제 pilot scale(1,000kg 이상) 생산 

기술 개발 및 표준화

      - 협동연구기관(신라대학교) : 인체적용시험을 위한 동물시험

  

(2) 개발 내용 및 범위 
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 (가) 대량 생산 공정 확립

 • Pilot scale(1,000kg)의 생산 한약재 유산균발효 공정 개발

그림 21. 협동연구기관에서 보유한 5톤 규모 배양기 및 농축기

 

 • 생산 공정 최적화 및 수율, 기준규격 설정
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 (나) 인체적용시험을 위한 동물시험   

• 골관절염 동물모델에서 우슬 등 복합추출발효물의 효능 시험 

• 혈액내 항염지표 COX, TNF-α, IL-1β 검사   

골관절염 동물모델(mouse)에 우슬 등 복합추출발효물을 경구투여 후 혈액을 채취하여 COX, 

TNF-α, IL-1β ELISA kit을 이용하여 정량한다.

• 폐경기 골다공증 동물모델에서 우슬 등 복합추출발효물의 효능

• 조직학적 변화 확인

• 혈액내 골형성지표(Osteocalcin) 및 골흡수지표(C-telopeptidex)검사

  

(다) 일반 독성 시험

• 우슬 등 복합추출발효물의 단회투여 독성 등 일반독성시험(GLP기관 : 켐온)

(라) 인체적용 시험용 시료 생산

• 신라대학교 GMP 생산시설을 이용한 인체적용 시험용 제품 생산

 (마) 인체적용시험

• GCP규정에 따른 30 cases의 예비 인체적용시험을 통해 허리 통증 완화 기능성 및 안전성 검

증

§ 인체시험 내용

  

① 인체적용시험 기능성 평가 원칙에 따른 인체적용시험 연구계획서(protocol) 개발

           [인체적용시험 기능성 평가 원칙]

· IRB 승인 획득

· 인체적용시험은 이중맹검법, 플라시보 대조법, 무작위 배정법 적용

· 시험 목적 설정 : 목적의 적합성, 합리성, 명확성 등

· 연구대상자 선정, 제외 기준 설정: 해당 기능성에 적합한 피험자 그룹 선정

· 실험에 대한 충분한 이해 및 동의 획득 

· 시험물질 용량 선정

· 대조군/시험군 선정 : 정확한 대조군 분리 및 진행, 무작위 배정 

· 기능성 바이오마커: 해당 기능성 검증에 적합한 바이오마커 선정 

   (작용기전별, 시험관시험, 동물시험 평가법과의 상관성 검토)

· 식이 가이드라인 설정, 피험자의 최적 순응도 관리

· 결과 판정 기준 : 시험 전 명확히 제시 필요, 목적에 적합해야 함

· 모니터링 방법 적합성, 시험기간 내 이상반응 모니터링

· 시험 중지 또는 endpoint 설정 적합성
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[연구대상자]

- 노화로 인한 관절 불편함을 호소하는 성인 (WAMAC pain 점수로 선별)

- 관절에 영향을 줄 수 있는 의약품이나 질환이 있는 자는 제외

[중재기간] : 12주

[바이오마커]

- 기능성 마커 : 시험관, 동물시험 결과에 따라 다음 중 선별

구분 바이오마커

Subjective biomarkers
통증 점수(VAS)

WOMAC: pain, stiffness, function

Objective biomarkers

방사선학적 검사

Blood: CTX-II, MMPs, COMP, CRP, ESR, IL-6, TIMP,

MDA, fructosamine 등

Urine: CTX-II 등

- 안전성 마커

이상반응, 활력징후, 임상병리검사(일반혈액검사 및 뇨 검사)

[식이 생활습관 조절]

- 관절건강에 영향을 미칠 수 있는 식이, 약물복용 제한하되 이외의 것은 평소 식이 및 생

활습관 유지하도록 함

- 연구 참여기간 동안 식이섭취 및 활동량 수준 조사

② 전자증례기록서(electronic case report form) 시스템 도입으로 데이터 관리 위한 편리성 및 

신뢰도 확보

- 안정적이고 체계적인 데이터 통합관리가 가능한 전자증례기록서 개발

- 연구의 목적, 연구모델의 특성(항상성 모델 등)에 따른 DB spec 개발 및 화면 구성: 연

구 대상자별 정보관리, 데이터 모니터링 정보 관리, DB template 생성, 사용자 이력 및 

수정사항 로그 관리 시스템 적용

- 전자 기반의 데이터 입력 시스템 활용으로 데이터 입력의 신속성을 통해 인체연구 데이

터 획득에 대한 편리성 확보

- 확보된 인체연구 데이터 실시간 모니터링을 통해 데이터 오류를 신속히 파악하고, 실시

기관을 주기적으로 방문하여 근거문서(source documents)와 전자증례기록서 검증을 통해 

데이터 신뢰도 확보

- 인체연구 종료 후 연계 중과제 팀에 통계분석에 필요한 데이터셋을 신속히 제공
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전자증례기록서

③ 연구대상자 생명 윤리 및 안전 확보

 생명윤리 및 안전에 관한 법률(법률 제10605호)에 따라 기관윤리위원회(IRB) 승인절차 추진 

및 IRB 대응 

⃞ IRB 제출문서 개발

  - 연구자 자료집(investigators’ brochure)

  - 연구계획서(protocol)

Ÿ 인체적용시험의 실시기관명 및 주소

Ÿ 인체적용시험의 책임자, 담당자 및 공동연구자의 성명 및 직명

Ÿ 인체적용시험 시험식품 등을 관리하는 담당자 

Ÿ 인체적용시험 의뢰자명 및 주소

Ÿ 인체적용시험의 목적 및 배경

Ÿ 인체적용시험 디자인 및 시험방법

Ÿ 연구대상자의 선정기준, 제외기준, 목표한 대상자의 수 및 그 근거

Ÿ 인체적용시험의 기간

Ÿ 관찰항목ㆍ검사항목 및 관찰검사방법

Ÿ 예측 부작용 및 사용상의 주의사항

Ÿ 중지ㆍ탈락 기준

Ÿ 효과 평가기준, 평가방법 및 해석방법(통계분석방법)

Ÿ 부작용을 포함한 안전성의 평가기준, 평가방법 및 보고방법

Ÿ 피해자 보상에 대한 규약

Ÿ 연구대상자의 안전보호에 관한 대책

Ÿ 그 밖에 임상시험을 안전하고 과학적으로 실시하기 위하여 필요한 사항
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 - 증례기록서(CRF)

Ÿ 자료 수집항목 검토 및 문항지 개발

Ÿ 자료 관리 및 데이터 점검이 가능한 자료 관리체계 고려

- 연구대상자 동의를 위한 설명문 및 동의서

Ÿ 연구대상자 동의서의 구성 요소 검토

Ÿ 이해할 수 있는 용어로 작성

Ÿ 적절한 구성과 양식 활용

Ÿ 적절한 연구대상자 동의 절차로 구성

- 연구대상자 모집 광고문 등

⃞ IRB 대응

- 연구 시작 전 IRB 승인 획득

- 연구진행 중 IRB 변경, 보고 절차 진행: 연구계획 변경, 연구종료, 결과보고 등

④ 연구대상자 보상보험 가입

- 인체 연구 도중 예기치 못한 이상반응으로부터 연구대상자를 보호하기 위해 연구대상자 보

상보험가입 

다. 3차년도

(1) 개발 목표 

  - 주관연구기관(메디앤바이오) : 관절건강기능식품 소재 제형화 및 표준화, 인체적용시험

  - 협동연구기관(신라대학교) : 식품의약품안전처 허가서류 제출 

(2) 개발 내용 및 범위
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(가) 표준화된 원료의 건강기능식품 제형화

 • 초미세분말 제조기술을 활용한 음료 또는 정제, 캡슐 시제품 제작

- 추출물의 농축 농도에 따른 건조분말 소재의 입도, 흐름성, 흡습성 시험

- 진공동결건조(300kg/1 batch에 물 증발량), 분무건조(100kg/1hr에 물 증발량), 진공건조  

 (300kg/1 batch에 물 증발량) 방법에 따른 건조분말 소재의 최적화 공정 개발

 • 최적 가공적성을 위한 유동층 과립 공정 확립

- 유동층 과립건조기 용량 : 100kg/1 batch
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그림 22. 최적 가공적성을 위한 유동층 과립 공정 확립

    • 기능성 소재 분말의 안정성 

  - 가속실험 및 장기실험에 의한 맛, 향, 색, pH, 수분함량, 지표성분, 미생물 변화 검증

그림 23. 기능성 소재를 이용한 정제 가공 공정

 (나) 유통기한 설정을 위한 가혹시험

   •   원료의 안정성 실험

 지표성분 경시변화 및 함량 실험
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   •  유화 안정성

 시료의 유화 안정성은 저장 기간 동안 침전발생 여부를 확인하기 위함으로, 내용물이 

흔들리지 않도록 조심스럽게 샘플링하여 침전 발생 여부를 확인 후 분리된 층의 두께를 

측정함.

   •  미생물 검사

 저장기간 중 해양자원(굴, 곰피) 드링크의 미생물 검사는 일반세균수, 대장균군, 황색포도상

구균, 효모․곰팡이 항목에 대하여 실시함.

   •  관능검사

 저장 중 관능검사 결과는 5 ℃저장 샘플을 대조구로 하여 다른 온도에서 보관한 시료와 비

교하여 1-5점의 관능점수를 부여하며, 제품의 상품가치가 상실되는 지점을 2.5점으로 하여 

색, 맛, 전반적인 기호도에 대하여 나타냄.

 (다) 제품 표준화

   • LC/MS를 이용한 지표물질 및 제품의 finger print 분석을 통한 제품 표준화

 (라) 인체적용시험

① IRB 승인 후 인체적용시험 수행 및 총괄 관리

- 병원 또는 대학과 연계하여 인체연구 수행

- WHO 또는 US NIH의 clinical trial registry에 등록하여, 국제적 기준에 준하는 연구 

진행

- 선정/제외 기준에 따른 연구대상자 스크리닝 및 모집 실시

- 스마트폰 기반의 연구대상자 관리 시스템 활용을 통해 연구대상자 스스로가 시험/대조

식품 섭취현황, 식사·운동 지침 준수여부를 관리할 수 있도록 하여 연구 참여도를 높임. 

또한 연구 결과 해석에 혼란을 줄 수 있는 식이, 운동, 생활습관 관련 요인을 실시간 모

니터링함으로써 혼란변수를 최소화함

<스마트폰 Application>
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- 전자증례기록서(electronic case report form) 시스템으로 데이터를 실시간 모니터링  

- 숙련된 모니터요원이 주기적인 모니터링을 수행하여 증례기록서 입력 데이터를 원자

료와 비교하여 데이터의 정확성 확인

     

인체적용시험 진행절차

② 데이터 관리 및 통계 분석 

- 최종 자료확인

- 무작위배정 코드 등 외부자료 loading

- 데이터베이스 마감(locking)

- 자료관리를 위한 문서 보관
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인체적용시험의 자료 관리

(마) 식품의약품안전처에 개별인정 허가를 위한  서류 작성 및 신청

• 식품의약품안전처 개별인정형 건강기능식품 허가에 필요한 구비서류 및 신청서 준비

- 인체적용시험, 동물시험, 시험관시험, 총설, 메타분석, 전통적 사용 근거자료 등 본 소재에 

대한 관절건강 관련 자료들을 토대로 KFDA 개별인정형 건강기능식품으로 신청함

- 개별 인정형 인정 시, 원재료의 안전성 및 제조공정까지 모두 평가함

- 공정표준화를 통한 기준규격 설정이 중요함. 지표성분 또는 기능성분 설정으로 기준규격을 

설정함

- 안전성 및 기능성 자료를 토대로 ‘관절건강개선’ 기능성으로 개별 인정형 허가를 신청함

- 기능성자료로는 전임상 및 인체시험을 통해 입증된 결과로 게재된 학술지나 GCP 인체시

험보고서를 제출함 

- KFDA에서는 제출한 기능성 개별 자료의 유형과 질, 전체자료의 양, 일관성, 활용성을 종

합 검토하여 기능성을 표시하기 위한 과학적 근거의 정도를 평가하게 됨 
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<개별인정 허가를 위한 제출자료 리스트>
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3. 연구개발 추진일정

1차년도

일련
번호

연구내용
월별 추진 일정

책임자
(소속기관)6 7 8 9 10 11 12

1 계획수립 및 자료조사

곽연길
(천호바이오)

김안드레
(신라대학교)

2
Lab scale 유산균 배양을 

통한 한약재 발효 
제조공정 개발

곽연길
(천호바이오)

3

열수추출방법을 이용하여 
우슬 등 한약재 및 
발효한약재 시료의 

추출물을 확보

곽연길
(천호바이오)

김안드레
(신라대학교)

4

Pilot 
scale(100~500kg)의 생산 
한약재 유산균발효 공정 

개발

곽연길
(천호바이오)

김안드레
(신라대학교)

5
NMR, LC/MS를 이용한 

지표물질(biomarker) 
선정 

곽연길
(천호바이오)

김안드레
(신라대학교)

6

항염증 관련 인자 실험을 
통한 유효성분 

탐색(Nitric oxide, 
IL-1b, PGE2, TNF-a, 

COX-2 등)

김안드레
(신라대학교)

7

뼈성장 관련 인자 실험을 
통한 유효성분 

탐색(MG-63 세포성장, 
IGF-1, VEGF 등) 

김안드레
(신라대학교)

8
골관절염 동물모델에서 

우슬 등 발효한약재 
추출물의 효능 시험

김안드레
(신라대학교)

9
혈액내 항염지표 COX, 
TNF-α, IL-1β 검사 

김안드레
(신라대학교)
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2차년도

일련
번호

연구내용
월별 추진 일정

책임자
(소속기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1
생산 공정 최적화 
및 원료 경제성 

확보

곽연길
(천호바이오

)

2

 한약제 유산균 
발효추출물의 

단회투여 독성 등 
일반독성시험
(GLP기관)

곽연길
(천호바이오

)

3

 폐경기 골다공증 
동물모델에서 

우슬 등 
발효한약재 

추출물의 효능

김안드레
(신라대학교

)

4
조직학적 변화 

확인

김안드레
(신라대학교

)

5

혈액내 
골형성지표

(Osteocalcin) 및 
골흡수지표

(C-telopeptidex)
검사

김안드레
(신라대학교

)

6
 인체적용 시험용 

제품 생산

곽연길
(천호바이오

)

7

GCP규정에 따른 
30 cases의 예비 
인체적용시험을 
통해 관절통증 
완화 기능성 및 

안전성 검증

곽연길
(천호바이오

)
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3차년도

일련
번호

연구내용
월별 추진 일정

책임자
(소속기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

 GCP규정에 따른 
30 cases 이상의 
인체적용시험을 
통해 관절 통증 
완화 기능성 및 

안전성 검증 계속

김연석
(메디앤바이오

)

2
원료 및 제품의 

안정성 실험

김연석
(메디앤바이오

)
김안드레

(신라대학교)

3
표준화된 원료의 

건강기능식품 
제형화

김연석
(메디앤바이오

)

4

 LC/MS를 이용한 
지표물질 및 제품의 
finger print 분석을 
통한 제품 표준화

김안드레
(신라대학교)

5

식품의약품안전처 
개별인정형 

건강기능식품 
허가에 필요한 

서류작성 및 신청서 
제출

박옥남
(메디앤바이오

)
김안드레

(신라대학교)

6 시제품 제작
박옥남

(메디앤바이오
)

7 기호도 조사
박옥남

(메디앤바이오
)
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2-2 연구 내용 및 결과

1. 대상 원재료 선정

문헌 조사와 선행 연구를 바탕으로 우슬, 독활(땅두릅), 녹각을 최종 원재료로, Lactobacillus 

plantarum을 발효 유산균으로 선정하여 1차년 연구를 진행하였다.

우슬, 독활(땅두릅), 녹각은 파우더 상태로 ㈜제이앤디(부산, 대한민국)로부터 구입하였고, 유산

균 발효에 사용된 Lactobacillus plantarum(KCTC No. 3108)은 생물자원센터(KCTC)에서 분양 

받아 사용하였다. 분양받은 L.plantarum은 MRS broth(Difco Co.)에 접종한 뒤 37℃, 250rpm

에서 7일 동안 배양한 후 집균하여 사용하였다.

실험 진행 중, 녹각 추출물의 굳는 현상으로 소재의 사업화 용이성이 저하되고 개발 원료에서

의 지표물질 설정에 어려움이 발생하였으며, 녹각추출물 함유 원료와 녹각추출물 제외 원료에서

의 기능성을 비교한 결과 녹각추출물 함유 여부가 기능성에 미치는 영향은 매우 크지 않음을 확

인하였다. 이에 원재료 가격 등 산업화를 위한 여러 경제성을 고려해 녹각을 원재료에서 제외하

고 우슬, 독활(땅두릅)만으로 소재 개발 연구를 완료하였다.

가. 우슬

(1) 학명 : Achyranthes japonica nakai

(2) 이명 : 쇠무릎

(3) 사용부위 : 뿌리

나. 독활

(1) 학명 : Aralia continentalis kitagawa

(2) 이명 : 땅두릅

(3) 사용부위 : 뿌리

2. 유효성분 탐색 (활성물질 추적 및 단일물질 분리)

가. 한약재 파우더(우슬, 독활, 녹각 및 이들의 혼합물)의 열수추출물, 주정추출물을 이용한 유

산균 발효 추출물 제조

문헌자료와 선행연구를 토대로, 열수추출은 한약재(우슬, 독활(땅두릅), 녹각 및 이들의 

혼합물 파우더)를 한약 추출기에 첨가하여 100℃ 이하에서 2시간 동안 가열을 한 후 추출

하였고, 주정추출은 한약재 파우더에 70% 주정을 첨가하여 37℃에서 48시간동안 추출하였

다.
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그림 1. 열수 추출 후(상단), 주정 추출 후(하단)의 한약재

열수추출, 주정추출 모두 여과, 농축 과정을 거친 후 일부는 –70℃에 냉각 후 7일간 동결

건조 하여 시료로 사용하였고, 나머지는 추출물 중량의 1%에 해당하는 L.plantarum을 첨가하여 

37℃에서 본 배양하였다. 배양 24h, 72h, 120h, 168h에 각각 sampling 후 7일간 동결 건조하여 

최종 시료로 사용하였다.

그림 2. 열수추출, 주정추출 후 그리고 유산균 발효 후 동결건조 한 추출물

나. 뼈성장 관련 인자 실험을 통한 기능성 탐색

(1) 조골세포 활성 세포의 배양

Human osteoblast-like cell인 MG-63 cell은 한국세포주은행에서 분양 받아 연구실에서 
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계대배양 하여 사용하였다.

MG-63 세포를 세포 배양접시에 부착시키고 1% antibiotics(penicillin-streptomycin)와 

10% FBS(Welgene)를 첨가한 DMEM(Welgene)을 사용하여 배양하였으며, 배양 시 습도는 

95%, 온도는 37℃ 유지하였고, 5% CO2를 계속하여 공급하였다.

배양액은 2~3일에 한번 씩 교체하며 cell counting 시 세포를 혼합한 배지와 Tryphan 

blue 용액을 1:1로 혼합하고, cell counter(countess, invitrogen)를 이용하여 tryphan blue에 

의해 염색되지 않은 살아 있는 세포를 계수하였다.

(2) 조골세포 활성 확인을 위한 세포독성 시험 (CCK assay)

(가) 측정 방법

MG-63 osteoblast-like cell의 증식 측정은 단시간에 대량 검색이 가능한 CCK assay 방

법을 사용하여 측정하였다. 96-well plate(Corning)에 6×103 cells/well로 cell을 100μl씩 분

주한 다음 24시간 동안 37℃ CO2 incubator에서 배양 한 후 발효 전 후의 열수 및 주정 추

출물을 농도 별(0, 200, 400, 600, 800, 1,000 ㎍/㎖)로 처리하여 24시간 배양하였고, 각 

well당 CCK reagent(20 μl/well)를 첨가한 후 2시간 동안 37℃에서 배양한 후 ELISA 

reader를 이용하여 450nm에서 흡광도를 측정하였다.

각 처리 군은 3 well씩 3회 반복실험을 하였고, 발효산물에 대한 세포 증식효과는 3번 반

복 실험의 평균값을 취한 후 아무것도 처리하지 않은 DMEM용액에 배양한 대조군에 대한 

백분율로 표시하였다.

(나) 측정 결과

그림 3. 농도에 따른 한약재 열수 추출물들의 독성 측정 결과 그래프
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그림 4. 농도에 따른 한약재 열수추출 및 유산균발효물의 발효시간 별 독성 측정 결과 그래프

- 열수추출물들의 세포독성은 나타나지 않음 (그림 3). 

- 우슬, 녹각, 독활의 유산균 발효는 우슬의 경우 600μg/ml의 농도까지 168시간동안 발효 후

에도 cell viability가 90% 이상으로 독성을 나타내지 않았고, 녹각, 땅두릅의 경우도 168시

간 동안 발효 후에도 100% 독성을 나타내지 않음 (그림 4).

- 우슬, 독활, 녹각의 경우 각각 추출물을 농도 의존적으로 10% 내외의 독성을 나타내었으나 

복합추출물의 경우 농도와 상관없이 독성이 없는 것으로 나타남. 

- 우슬, 녹각, 독활 혼합추출물의 경우 1000μg/ml의 농도에서 168시간 이상 혼합 발효할 경

우에는 생존율이 120%를 넘어 세포 독성이 완전 제거되는 것으로 나타남.



- 37 -

그림 5. 농도에 따른 한약재 주정 추출물들의 독성 측정 결과 그래프

그림 6. 농도에 따른 한약재 주정추출 및 유산균발효물의 발효시간 별 독성 측정 결과 그래프
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- 각 한약재들의 단독 주정추출물의 경우 농도 의존적으로 10~20% 독성을 나타내었으나, 혼합

추출물의 경우 독성이 나타나지 않음.

- 우슬 주정추출 발효물은 최대 20%의 독성을, 녹각은 40%의 독성을 나타낸 반면 독활 주정추

출 발효물은 독성을 나타내지 않음 (그림 6). 

- 혼합 주정추출 발효물의 경우 독성이 전혀 나타나지 않았고, 이러한 결과는 주정추출만으로 나타나

는 독성을 발효과정을 통하여 독성이 완전 제거되는 우수한 결과임.

- 열수추출물 보다 항염증 효과가 뛰어난 우슬, 녹각, 독활의 한약재 주정추출물이 독성 때문에 

그 사용이 어려웠으나, 본 연구팀의 유산균 발효 과정을 통해 독성이 모두 제거됨으로써 안전성

을 확보할 수 있게 됨.

(3) VEGF 측정

(가) 측정 방법

Ÿ 혈관 내피세포 성장인자(VEGF)의 측정은 human VEGF quantikine ELISA kit(R&D systems)를 

이용하여 분석함. 

Ÿ Standard와 배양액 sample 200 μl에 assay diluent 50 μl를 첨가한 후 37℃에서 2시간 동안 

반응시킨 후 3번 세척. 그 후 VEGF conjugate 200 μl를 첨가하여 다시 37℃에서 2시간 반

응시킴. 3번 세척과정을 거친 후 기질 용액 200 μl를 첨가하여 37℃에서 20분간 반응시킨 

후 stop solution 50 μl를 첨가하여 반응을 정지.

Ÿ Sample당 3번 반복하여 흡광도를 측정하였으며, 흡광도 값은 450 nm에서 540 nm의 값을 

빼어 계산한 결과 값으로 나타냄.

(나) 측정 결과

 Control로 사용한 MG-63 cell의 경우 1300pg/ml의 농도로 VEGF를 생성한 반면 우슬의 경

우에는 2350pg/ml, 독활의 경우에는 2330pg/ml의 VEGF를 생성하였고, 복합추출물의 경우에는 

2340pg/ml의 VEGF를 생성하여 대조군에 비해 실험군의 효과가 우수함을 확인하였다.
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그림 7. 한약재 발효 열수추출물들을 MG-63 세포에 처리하였을 때 생성되는 

VEGF 분비 측정 그래프

(4) MG-63 cell 성장인자 활성 측정을 위한 Q-plex array

(가) 측정 방법

Ÿ MG-63 osteoblast-like cell의 VEGF, EGF와 IGF-1 성장인자 활성 측정을 위해 Q-plex 

array를 측정함.

Ÿ 한약재 추출물에 의해 생성되는 성장인자를 측정하기 위해 MG-63 cell을 

1.5×106cells/dish의 농도로 100 mm dish에 분주한 뒤 한약재 추출물 시료를 400 μ

g/ml의 농도로 처리하여 48시간 동안 배양함. 세포 배양액을 수거하여 원심분리 과정을 

거친 상등액을 -20℃에 보관하여 시료로 사용.

그림 8. Q-plex array 방법
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(나) 측정 결과

우슬, 녹각, 독활의 각각 단독 열수 추출물 또는 주정 추출물과 이들의 혼합 열수 또는 주

정 추출물의 발효 전, 후 세포 성장 관련 인자들의 영향을 살펴보았을 때, 열수 추출물 또는 

열수 추출 유산균 발효물들이 주정 추출물보다 우수한 것으로 나타났다(그림 10). 

또한 우슬, 녹각, 독활의 단독추출물보다 복합추출 발효물에서 세포 성장 관련 인자에 대한 긍

정적 영향이 높게 나타났다.

그림 9. Q-plex array raw data

그림 10. MG-63 cell의 Q-plex array 결과 분석
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(5) 결론

MG-63 osteoblast-like cell에 대한 우슬, 독활, 녹각 단독 추출 발효물의 성장인자 활성화 

작용은 열수추출 발효물에서 보다 우수한 효능이 관찰되었고, 단독 추출발효물에 비해 복합추출

발효물에서 긍정적인 효과가 보다 우수하였다. 이는 발효가 성장관련 인자 생성에 synergy 효

과를 더하는 것으로 사료된다.

다. 항염증 관련 인자 실험을 통한 기능성 탐색

(1) RAW264.7 macrophage cell 배양

RAW264.7 macrophage는 한국세포주은행에서 분양받아 사용하였다. 

RAW264.7 macrophage cell의 배양 시 습도는 95%, 온도는 37℃를 유지하면서 5% CO2

를 계속 공급하였다. 10% FBS(Welgene)와 1% antibiotics(penicillin-streptomycin)를 첨

가한 DMEM(Welgene)을 사용하여 배양하였고, 배양액은 2~3일에 한번 씩 교체하였다.

cell counting 시 세포를 혼합한 배지와 Tryphan blue 용액을 1:1로 혼합하고, cell 

counter(countess, invitrogen)를 이용해 tryphan blue에 의해 염색되지 않은 살아 있는 세

포를 계수하였다.

(2) RAW264.7 macrophage cell 활성 측정을 위한 Q-plex array

(가) 측정 방법

한약재 추출물이 LPS의 자극에 의해 생성되는 cytokine의 생성량에 미치는 효과를 측정하

기 위해 RAW264.7 macrophage cell을 1.5×106cells/dish의 농도로 60 mm dish에 분주한 

뒤 약 24시간 동안 배양한 후, LPS (1 μg/mL)를 처리하여 24시간 동안 염증을 유도시킨 후 

한약재 추출물 시료를 400 μg/ml의 농도로 처리하였다. LPS를 처리하지 않은 세포 배양액을 

positive control로, LPS만을 처리한 세포 배양액을 negative control로 설정하고 24시간 후 

세포 배양액을 수거하여 원심분리 과정을 거친 상등액을 -20℃에 보관하여 시료로 사용하였

다. 
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그림 11. Q-plex array시 사용된 signal 사진(상단) 및 standard로 사용되는 antigen의 spot 

위치(하단)

그림 12. Q-plex array standard curve
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 그림 13. Q-plex array raw data
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그림 14. 한약재 열수 추출물의 Q-plex array 결과 그래프

(나) 측정 결과

LPS에 의해 유도된 negative control에 비해 우슬추출물을 제외한 모든 sample들이 생성 

저해능이 있음을 나타냈고, IL-1β의 경우도 우슬 열수추출물을 제외하고 모두 억제 효과가 

있음을 나타내었다(그림 14).

IL-6의 경우 negative control에 비해 우슬 3, 5일 열수추출발효물과 녹각 3, 5일 발효추

출물, 독활 열수추출물 및 발효 1, 3, 5일 추출물 모두 억제 효과를 나타냈으며 혼합발효물 

또한 억제 효과가 있는 것으로 나타났다.

TNF-α의 경우 우슬 3, 5일 발효물, 녹각 추출물 및 녹각 3, 5일 발효물이 생성 억제 효과를 

나타냈으며, 독활 열수 추출물과 1, 3, 5일 발효물이 모두 억제효과를 갖는 것으로 나타났다.
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혼합발효추출물의 경우 열수추출물에 비해 cytokine 억제효과가 저하되어 나타났지만 negative 

control에 비해 TNF-α 억제 효과가 있는 것으로 나타났다.

그림 15. 한약재 주정 추출물의 Q-plex array 결과 그래프

IL-1의 경우, 우슬 주정추출물 3, 5일 발효물이 negative control에 비해 발생률이 낮았으

며, 녹각의 경우 발효 5일 추출물이, 독활의 경우 주정추출물과 발효물이 모두 IL-1α의 저

해력을 나타내었다(그림 15).

혼합 주정 추출물과 이들의 발효물질 모두 IL-1α의 저해력을 나타내었고, IL-1β, IL-6, 

TNF-α의 경우도 우슬 주정 추출물의 1일 발효물을 제외한 모든 sample이 저해효과를 갖는 

것으로 나타났다.
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그림 16. 우슬 추출물의 Q-plex array 결과 분석

그림 17. 녹각 추출물의 Q-plex array 결과 분석
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그림 18. 독활 추출물의 Q-plex array 결과 분석

그림 19. Mixture 추출물의 Q-plex array 결과 분석
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(3) 우슬 및 독활 단일추출물의 사이토카인 생성량 측정

(가) 측정 방법

RAW264.7 macrophage cell을 1.5×106cells/dish의 농도로 60 mm dish에 분주한 뒤 약 24

시간 동안 배양하고, LPS (1 μg/mL)를 처리하여 24시간 동안 염증을 유도시킨 후 우슬 및 

독활 추출물 시료를 400 μg/ml의 농도로 처리하였다.

LPS를 처리하지 않은 세포 배양액을 positive control로, LPS만을 처리한 세포 배양액을 

negative control로 설정하고 24시간 후 세포 배양액을 수거하여 원심분리 과정을 거친 상등

액을 -20℃에 보관하여 시료로 사용하였다.

그림 20. 우슬 및 독활 시료별 사이토카인 측정 결과(Aj: 우슬, Ac: 땅두릅)

(나) 측정 결과

 LPS만을 처리한 군에서 IL-1β는 37.66 pg/mL로 LPS를 처리하지 않은 대조군(9.90 pg/mL)

에 비해 높은 증가를 보였으나, 다른 모든 군에서 유의적으로 IL-1β의 생성을 억제하였고, 특

히 우슬 주정추출발효물에서 8.10 pg/mL, 독활 주정추출발효물에서 5.00 pg/mL로 각각 78%, 

87% 수준까지 IL-1β의 생성이 감소되었다.

 IL-6의 경우 LPS만을 처리한 군에서 336.16 pg/mL로 높은 증가를 보였으나 우슬 및 독활 열

수추출물에서 positive control군 보다 유의적으로 감소하였고, 우슬 주정추출발효물과 독활 주정

추출발효물에서 각각 4.02, 2.15 pg/mL로 positive control (19.84 pg/mL)보다 IL-6의 생성을 

보다 더 감소시켰다.

 TNF-α의 경우 LPS만을 처리한 군에서 36.48 pg/mL로 LPS를 처리하지 않은 군(0.30 

pg/mL) 보다 99% 높아졌으나, 독활 열수추출발효물에서 9.30 pg/mL, 독활 주정추출발효물에서 

10.05 pg/mL, 우슬 주정추출발효물에서 4.55 pg/mL로 positive control군과 유의적 차이가 나

지 않는 농도까지 감소효과를 보였다.
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(4) 우슬의 추출용매별 항염증 효과

(가) 시료 제조

 우슬(AJ)은 우슬 무게의 5배에 해당하는 멸균수를 첨가하고, L. plantarum로 발효한 우슬

(AJ-LP)은 우슬 무게의 5배에 해당하는 멸균수와 함께 우슬 무게의 1%에 해당하는 L. 

plantarum을 첨가한 후 37 ℃ shaking incubator에서 3일 동안 배양하였다. 

 3일간의 배양 완료 후 AJ와 AJ-LP에 우슬 무게의 5배에 해당하는 물(W), 에탄올(E), 헥산

(H), 아세트산에틸(EA), 부탄올(B) 용매를 각각 따로 추가하여 37 ℃ shaking incubator에서 1

일 동안 추출하였으며, 추출액을 3,000 rpm으로 10 min 동안 원심분리 하여 Whatman No. 2 

filter paper (Whatman International Ltd., Maidstone, England)로 여과한 후 감압 농축

(EYELA Rotary Evaporator N-1000, Rikakikai Co., Tokyo, Japan)하여 동결건조 후 시료로 

사용하였다.

(나) 시료 농도에 따른 세포독성 확인을 위한 RAW264.7 세포의 CCK assay를 실시 

 RAW264.7 세포를 6ⅹ103 cells/well의 농도로 96-well plate에 분주한 후 24 hr 동안 배양하

여 부착시키고, 각 시료 및 대조군을 농도별(0, 62.5, 125.0, 250.0, 500.0 μg/mL)로 처리한 후 

24 hr 동안 배양한 후, CCK solution을 10% (v/v) 비율로 넣고 2 hr 동안 반응시킨 후 

microplate reader (multiskan, thermo scientific, Korea)를 사용하여 450 nm 파장에서 흡광도

를 측정하였다.

(A)
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(B)

그림 21. 추출용매별 발효 전 우슬(A)과 발효 후 우슬(B)의 세포 독성 측정 결과

측정 결과 AJ와 AJ-LP를 각각의 용매로 추출한 시료 및 대조군(20-H)을 농도별(0, 62.5, 

125.0, 250.0, 500.0 μg/mL)로 처리한 결과 대조군에서는 모든 농도에서 90% 이상의 생존율

을 보였다. AJ에서는 125 μg/mL 이하의 농도에서 80% 이상의 생존율을(A), AJ-LP에서는 

250 μg/mL 이하의 농도에서 90% 이상의 생존율을 보였다(B). 따라서 모든 시료가 

RAW264.7 세포에서 독성을 가지지 않는 것을 확인하였으며 시료의 농도를 100 μg/mL로 하

여 이후 실험을 진행하였다. 

(다) AJ와 AJ-LP의 추출용매별 NO 생성 저해능

염증반응이 활성화되면 L-arginine에서 nitric oxide synthase (NOS)에 의해 NO가 합성되

며, 과도한 NO 생성은 염증의 심화와 그로 인한 조직의 손상을 초래한다. 따라서 AJ와 

AJ-LP의 추출용매별 NO 생성 저해능을 알아보기 위해 RAW264.7 세포를 LPS로 자극시킨 후, 

시료 및 대조군을 100 μg/mL 농도로 첨가하여 NO 억제 활성을 분석하였다. 

(A)
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(B)

그림 22. 추출용매별 발효 전 우슬(A)과 발효 후 우슬(B)의 NO 측정 결과

AJ와 AJ-LP의 추출용매별 NO 생성 저해능 측정 결과 LPS만 처리한 control군이  normal

군에 비해  NO 생성량이 많은 것으로 보아 염증이 유도된 것으로 확인되었고, 대조군은 

control군에 비해 66%의 NO 생성 저해율을 나타내었다. AJ를 E, H, W, B, EA로 추출한 시

료가 control군에 비해 각각 69.9, 67.6, 50.3, 28.5, 18.6%의 NO 생성 저해율을 나타내었다

(A). AJ-LP를 EA, E, W, H, B로 추출한 시료는 control군에 비해 각각 74.6, 74.2, 72.2, 

71.6, 28.4%의 NO 생성 저해율을 나타내었다(B). 따라서 AJ를 E와 H로 추출한 시료와 

AJ-LP를 W, E, H, EA로 추출한 시료는 대조군에 비해 NO 억제 효능이 뛰어남을 알 수 있었

다.

 

(A)
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(B)

(C)

그림 23. 추출용매별 발효 전 우슬과 발효 후 우슬의 cytokine 측정 결과

(라) AJ와 AJ-LP의 추출용매별 pro-inflammatory cytokine 생성에 미치는 영향

시료가 LPS로 유도된 RAW264.7 세포에서 생성되는 pro-inflammatory cytokine (IL-6, 

TNF-α, IL-1β)의 생성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 ELISA 방법으로 측정하였다.

측정 결과 IL-6의 결과에서 control군이 527.3 pg/mL, 대조군은 328.4 pg/mL로 나타났고, 

AJ를 H, W, E로 추출한 시료가 각각 281.6, 280.9, 252.5 pg/mL, AJ-LP에서는 EA, H, W, 

E로 추출한 시료가 각각 318.9, 272.8, 265.6, 228.2 pg/mL의 농도로 대조군에 비해 IL-6 

생성량이 낮았으며, 특히 AJ-LP-E가 control군에 비해 56.7%, 대조군에 비해 30.5%로 가장 

높은 IL-6 저해율을 나타내었다(A).

TNF-α의 결과에서 control군은 1103.7 pg/mL, 대조군은 540.3 pg/mL로 대조군이 control
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군에 비해 51.0%의 저해율을 나타냈고, AJ를 E로 추출한 시료와 AJ-LP를 E, H, EA, W로 

추출한 시료는 control군에 비해 각각 54.7%와 70.0, 63.2, 59.8, 59.6%로 대조군보다 높은 

저해율을 보였다. 특히, AJ-LP-E는 control군에 비해 70.0%, 대조군에 비해 38.6%로 가장 

높은 TNF-α 저해 효과를 나타내었다(B).

IL-1β의 결과에서 control군은 704.0 pg/mL, 대조군은 412.6 pg/mL로 대조군이 control군

에 비해 41.4%의 IL-1β 저해율을 나타냈고, AJ를 H, E, W로 추출한 시료와 AJ-LP를 H, 

E, W, EA, B로 추출한 시료가 control군에 비해 51.0, 50.6, 49.6%와 74.7, 74.3, 73.3, 

73.0, 65.1%의 IL-1β 저해율을 나타내었다(C).

AJ-LP를 B로 추출한 시료는 앞에서 살펴본 IL-6, TNF-α 생성억제 효과에서 대조군보다 

비교적 낮은 저해 효과를 보였으나, IL-1β에서는 대조군에 비해 높은 저해 효과를 나타내었

다.

이상의 결과에서 유산균으로 우슬을 발효했을 때 발효하지 않은 우슬에 비해 cytokine 분

비량이 더 적다는 것을 알 수 있었으며, 에탄올로 추출한 시료가 다른 추출 용매를 사용하였

을 때보다 IL-6, TNF-α뿐만 아니라 IL-1β에서 control군에 비해 cytokine 분비량이 50% 

이상 현저히 감소한다는 것을 확인하였다. 

 (A) 

       

(B) 
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(C)  

그림 24. 추출용매별 발효 전 우슬의 western blot 측정 결과

(A)  

(B)   
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(C)   

그림 25. 추출용매별 발효 후 우슬의 western blot 측정 결과

(마) AJ 와 AJ-LP의 COX-2 및 iNOS 발현 저해 효과 확인

 LPS에 의해 활성화된 RAW264.7 세포에서 AJ (그림 24)와 AJ-LP (그림 25)의 COX-2 

및 iNOS 발현 저해 효과를 알아보기 위해 western blot을 수행하고, 세포의 발현 정도에 차이

가 없는 house keeping gene으로 β-actin을 측정하여 COX-2와 iNOS의 발현율을 비교하였다.

측정 결과 AJ의 용매별 COX-2 발현 결과 control군에 비해 대조군은 52%의 저해율을 

보였고, AJ의 용매별 추출 시료 중 E가 46.4%로 높은 저해 효능을 보였으며 EA가 20.0%로 

가장 낮은 저해 효능을 보였다(그림 24(B)).

AJ의 용매별 iNOS 발현결과 control군에 비해 대조군이 82.6%의 저해율로 가장 높았으며 

다음으로는 E가 66.2%로 저해율이 높았다(그림 24(C)).

AJ-LP의 용매별 COX-2 발현 결과 대조군은 control군에 비해 67.7%의 저해율을 나타냈

으며, H, E, W, EA는 control군에 비해 78.9, 78.0, 77.7, 70.7%의 저해율로 대조군보다 높

게 나타났다(그림 25(B)).

AJ-LP의 용매별 iNOS 발현은 control군에 비해 모든 군에서 70% 이상의 저해율을 나타

냈고 AJ-LP-B가 88.1%로 가장 높은 iNOS 저해율을 나타내었다(그림 25(C)).

이러한 결과로 보아 AJ군에 비해 AJ-LP군이 COX-2 및 iNOS 발현을 효과적으로 저해하

는 것으로 판단된다.
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(5) 독활의 추출용매별 항염증 효과

(가) 시료 제조

 독활 파우더의 5배에 해당하는 증류수, ethanol, hexane, butanol, ethyl acetate를 첨가한 군과, 

독활 파우더 중량의 1%에 해당하는 Lactobacillus plantarum을 접종하여 37℃에서 3일간 발효시

킨 후 증류수, ethanol, hexane, butanol, ethyl acetate를 첨가한 군으로 나누어 37℃ shaking 

incubator에서 2시간 동안 추출을 수행한 후, 추출물을 Whatman No. 2 (Whatman, Lawrence, 

KS, USA) 여과지로 여과시킨 후 rotary vacuum evaporator를 사용하여 감압 농축 후 동결건조기

로 건조하여 얻은 분말을 본 실험의 추출물로 사용하였다. 

A

B

그림 26. 발효 전 땅두릅과 발효 후 땅두릅의 세포 독성 측정

(나) 세포 독성 측정위한 CCK assay 시행

 세포 독성은 CCK assay 방법을 사용하여 측정하였고, 추출 용매별 독활 추출물들과 유산균 발효 

독활 추출물들을 각각 0, 31.3, 62.5, 125, 250, 500 μg/ml의 농도로 RAW264.7 세포에 처리하

여 24시간 배양한 후 분석하였다. 
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CCK assay 시행 결과 땅두릅을 water, ethanol, hexane, ethyl acetate, butanol을 이용하여 

추출한 추출물에서 water 추출 군을 제외하고 125 μg/ml의 농도까지는 80% 이상의 생존력을 

나타내었고(A), 독활을 L. plantarum으로 발효한 후 추출한 추출물들 중에서는 hexane 군에서 유

의적으로 생존율이 낮게 나타났으나 모든 군에서 125 μg/ml의 농도까지는 90% 이상의 생존율을 

나타내었다(B). Lp-water 군과 Lp-ethanol 군에서는 증식 효과도 관찰되었다. 따라서 이후의 실험

에서는 독성을 나타내지 않는 최고 농도인 100 μg/ml 이하의 농도로 결정하여 실험을 수행하였

다.

A

B

그림 27. 발효 전 땅두릅과 발효 후 땅두릅의 NO 생성량 측정

(다) 독활의 추출용매별 NO 생성량 감소 효과

LPS를 처리한 대조군에 비해 모든 군에서 유의적으로 NO 생성량이 감소하였다.

독활의 지표물질로 알려져 있는 continentalic acid 처리군에서는 대조군에 비해 73.72±2.47 

% 감소하였으며 butanol 군은 71.20±1.11%로 continentalic acid군과 유의적 차이 없는 NO 생

성 저해율을 나타내었다(A). Ethanol군과 hexane군이 각각 36.96±0.69, 32.59±1.32% 순서로 

저해율이 높았다.
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Gene Forward primer (from 5‘ to 3’) Reverse primer (from 3‘ to 5’) Size

COX-2
iNOS
IL-1β
IL-6

TNF-α
GAPDH

TTG AAG ACC AGG AGT ACC GC
CTG CAG CAC TTG GAT CAG GAA CCT 
G
AAG CTC TCC ACC TCA ATG GAC A
TCC AGT TGC CTT CTT GGG AC
GCG ACG TGG AAC TGG CAG AAG
GAA GCT CAT CTC TCC TAT GTG CTG 
GC

GGT ACA GT CCC ATG ACA TCG
GGG AGT AGC CTG TGT GCA CCT GGA 
A
GTC TGC TCA TTC ACG AAA ABB GAG
GTG TAA TTA AGC CTC CGA CTT G
TCC ATG CCG TTG GTT AGG AGG
TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA

324
311
453
139
354
450

L. plantarum으로 발효한 후 추출한 추출물에서는 모든 군에서 대조군에 비해 70% 이상의 저

해율을 나타내었는데, Lp-water군에서 9.51±0.71 μM의 NO 생성량으로 An 등의 연구[2]에서 

독활 열수추출물의 NO 생성량인 30.64±0.79 μM보다 낮으며 저해율도 81.60±0.71%로 가장 

높게 나타났다(B). 

이상의 결과로, 독활을 L. plantarum으로 발효 후 추출할 시 NO 생성을 억제시킴으로 감

염 반응에 대한 초기 면역기능에 대한 활성도가 높을 것이라 판단된다.

(라) 독활의 추출용매별 COX-2 / iNOS / 염증성 사이토카인 발생 억제능 측정

①  COX-2 / iNOS / 염증성 사이토카인 측정 방법(RT-PCR)

RAW264.7 세포(2×106 cells/well)에 각 추출물(6.25, 12.5, 25, 50 μg/ml)을 처리하여 1

시간동안 배양한 후 LPS (1 μg/ml)를 처리하고 24시간 동안 배양하여 상층액을 제거한 후 

Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) 1 ml을 첨가하여 2분 동안 방치한 후 chloroform을 넣고 

10초간 vortexing하고, 15분 동안 원심분리(13,572x g, 4℃)를 수행한 후 상층액을 취하여 동량

의 isopropanol을 혼합하여 흔들어주었다.

15분 동안 원심분리(13,572x g, 4℃)를 수행한 후 pellet은 DEPC (diethyl 

pyrocarbonate)-treated water (Bioneer, Korea) 20 μl에 녹여 RT-PCR에 사용하였다.

AccuPower RT/PCR PreMix (Bioneer, Korea)를 사용하여 45℃에서 30분, 94℃에서 5분 

동안 반응시켜 cDNA로 합성하였고, 94℃에서 30초 동안 denaturation 시키고 56℃에서 30

초 동안 annealing 시킨 후, 72℃에서 1분 동안 extension 시키는 cycle을 35회 반복한 뒤, 

마지막 extension은 72℃에서 5분 동안 PCR machine (Takara, Japan)에서 수행하였다. 

각 PCR products는 1.2% agarose gel에 loading하여 100 V 조건에서 30분 동안 전기영동

으로 확인하였다.

표 1. RT-PCR에 사용된 각 primer의 염기서열
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A B

그림 28. 발효 전 땅두릅과 발효 후 땅두릅의 COX-2 및 iNOS 발현 결과

② COX-2 / iNOS / 염증성 사이토카인의 작용 기전

COX-2와 iNOS는 면역세포의 활성을 유도하여 다량의 염증성 매개체를 생합성하는데 관

여한다고 알려져 있다. COX-2는 arachidonic acid로부터 prostaglandin을 합성하는 효소로 

염증과 같은 병적인 환경에서 혈관내피세포, 대식세포, 조골세포 등에서 분비되며, COX- 2

의 억제는 염증의 억제뿐만 아니라 암 치료에도 관련이 있는 것으로 알려져 있다. 현재 알

려진 COX-2의 선택적 억제제로 celecoxib, rofecoxib 등이 있다.

NOS는 산화질소합성효소로서 NOS에 의해 산화질소가 생성되며, eNOS (endothelial NOS), 

nNOS (neuronal NOS)와 iNOS (inducible NOS)의 3가지 형태가 존재한다. 이들 중 eNOS

와 nNOS는 칼슘 농도에 의존적이며 자극에 대한 반응이 아닌 세포내에서 항시 발현되어 

있는 효소로서 일시적으로 소량 발현된다. 반면에 iNOS는 염증자극에 의해 지속적으로 다

량 생성됨으로써 LPS 등에 의해 유도되면 장기간 동안 다량의 산화질소 농도를 생성하며 

염증반응을 촉진시킨다. 

RAW264.7 세포와 같은 대식세포가 활성화되면 IL-1β, IL-6, TNF-α 등의 cytokine을 분비

하며 Cytokine은 일반적인 염증과정과 조혈작용 및 면역반응 등에 관련된 모든 세포들의 작용을 

조절한다. 

IL-1β는 T세포를 활성화시키며, T세포에서 분비되는 cytokine의 활성을 증진시키는 등의 

역할을 하고, IL-6는 면역반응, 조혈작용과 염증을 조절하는데 관여하는 cytokine으로서 다른 

cytokine과 협동하여 상승작용을 나타내며 면역글로불린 합성 증진 및 plasma cell 분화 유도 

등 다양한 작용을 한다. TNF-α는 T림프구의 성장 및 활성 등을 조절하며 암세포의 용해를 유도

함으로써 항암 작용을 나타내기도 하지만 지나치게 다량 분비되면 염증 및 면역반응에 관여하게 

되며 혈압강하, 혈관 확장 및 투과성 증가로 인한 혈장의 손실을 일으킨다. 
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③ 측정 결과 

추출 용매별 독활추출물과 L. plantarum으로 발효 후 용매별로 추출한 독활추출물에서 

COX- 2 mRNA의 발현량은 LPS를 처리하지 않은 대조군에서 거의 발현되지 않았으나 LPS 

자극군에서 현저하게 증가하였으며, 추출물을 처리한 모든 군에서 유전자의 발현이 감소하는 

것으로 나타났다(A).

독활의 지표물질로 알려진 continentalic acid 군은 LPS 자극군에 비해 31.12%까지 COX-2 

mRNA의 발현량이 감소하였으며 ethyl acetate군이 31.00%, Lp-butanol군이 36.53%, 

Lp-water군이 39.80% 순으로 감소하였다.

iNOS mRNA의 발현량도 LPS 자극군에서 현저히 증가하였으며, water 추출 군에서 1.13%

까지 감소하여 LPS를 처리하지 않은 군(4.10%)보다도 낮은 발현율을 보였다(B).

따라서 땅두릅 유산균 발효추출물이 COX-2, iNOS 유전자 발현을 조절하여 염증예방 및 면역

기능 증진에 도움이 되는 기능성 소재로서의 응용가능성이 있을 것으로 사료된다. 
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그림 29. 발효 전 땅두릅과 발효 후 땅두릅의 cytokine 생성 결과

IL-1β의 생성량은 대조군에서 82.17 pg/ml이었으나, LPS 자극군에서 1825.17 pg/ml로 유의한 

상승을 보였으며 L. plantarum으로 발효 후 추출한 모든 추출물군에서 독활의 지표물질인 con-

tinentalic acid (1031.08 pg/ml)보다 유의적으로 감소하였다(A). Lp-hexane, Lp-water, 

Lp-ethanol군 순서로 각각 359.08, 445.92, 456.67 pg/ml의 농도로 유의한 감소를 나타내었으며, 

IL-1β mRNA 발현량은 대조군에 비해 LPS 자극군에서 증가하였고, LP-ethanol군과 Lp-ethyl 

acetate군을 제외한 나머지 군에서 유전자의 발현이 감소하는 것으로 관찰되었다.

IL-6의 생성량은 대조군에서 8.46 pg/ml이었으나, LPS 자극군에서 487.90 pg/ml로 유의한 상승

을 보였으며 water 추출군에서 123.57 pg/ml로 독활의 지표물질인 continentalic acid (267.74 

pg/ml)보다 유의적으로 감소하였다(B). Lp-butanol, Lp-water군 순서로 각각 309.38, 320.86 

pg/ml의 농도로 유의한 감소를 나타내었고, IL-6 mRNA 발현량은 대조군에 비해 LPS 자극군에서 

현저히 증가하였으며, water군에서 대조군보다도 낮은 발현량을 나타내었다.

TNF-α의 생성량은 대조군에서 146.53 pg/ml이었으나, LPS 자극군에서 1743.78 pg/ml로 유의

한 상승을 보였으며 ethanol군, hexane군과 L. plantarum으로 발효 후 추출한 모든 추출물군에서 

LPS 자극군보다 유의적으로 감소하였고(C), Lp-water, Lp-butanol군 순서로 각각 701.56, 

833.38 pg/ml의 농도로 유의한 감소를 나타내었다. TNF-α mRNA 발현량은 대조군에 비해 LPS 

자극군에서 증가하였으며, LP-ethanol군을 제외한 나머지 모든 군에서 유전자의 발현이 감소하는 

것으로 관찰되었다.
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3. 우슬 및 땅두릅 혼합 시제품용 유산균 발효 추출물 제조

 

선행연구를 토대로 우슬과 땅두릅을 각각 1:1, 1:2, 1:3, 2:1, 3:1 그리고 5:1 비율로 혼합한 

후, 70% 주정으로 37℃에서 48시간동안 추출하였다. 추출물을 Filter paper를 이용하여 감압여과 

한 후 용액층을 vacume rotary evaporater로 농축하여 시료를 얻고, 농축물의 1%에 해당하는 

L.plantarum을 첨가하여 37℃에서 60시간 동안 본 배양시킨 후 7일간 동결 건조하여 최종 시료로 

사용하였다.

그림 30. 우슬 및 땅두릅 혼합 유산균 발효 복합물 제조공정도



- 63 -

그림 31. 우슬 및 땅두릅 혼합 유산균 발효 후 동결건조한 추출물

가. 우슬 및 독활 혼합 유산균발효 추출물의 총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis 방법으로 측정하였다. 시료 50 μl에 동량의 1 M 

Folin-Ciocalteu’s phenol reagent를 첨가하여 실온에서 6분간 반응시킨 후, 2% Na2CO3 

포화용액 100 μl를 가하여 30분간 반응시켜 ELISA Reader를 사용하여 720 nm에서 흡광

도를 측정하였고. 지표 물질인 gallic acid의 표준검량곡선을 작성하여 시료에 함유된 폴리

페놀 화합물의 함량을 측정하였다. 

나. 우슬 및 땅두릅 혼합 유산균발효 추출물의 총 플라보노이드 함량 측정

각 샘플의 1 mg을 증류수 1 mL에 녹여 그 중 100 μL와 diethyleneglycol 1 mL을 혼합

하고 1N NaOH 100 μL를 넣은 후 37℃에서 1시간 반응시켰다. 12,000 rpm에서 10분간 

원심분리한 후 상등액을 취하여 200 μL씩 96 well plate에 넣은 후 ELISA reader를 이용

하여 420 nm에서 흡광도를 측정, 이때 총 플라보노이드 함량은 naringin을 이용하여 작성한 

표준곡선으로부터 함량을 구하였다.

그림 32. 우슬 및 땅두릅 혼합 유산균 발효 추출물의 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량
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다. 우슬 및 땅두릅 혼합 유산균발효 추출물이 MG-63 세포의 성장률에 미치는 영향

(1) 실험 방법

배양한 MG-63 세포를 세포수 1×105cells/dish로 조정하여 100 mm dish에 분주한 후, 세포의 

성장률을 측정하였다. Tryphan blue 용액과 1:1로 반응하여 염색되지 않는 살아 있는 세포를 

이틀에 한 번씩 10일간 계수하였으며, 도립현미경을 이용하여 20배 배율로 관찰하였다.

그림 33. 우슬 및 땅두릅 혼합 유산균발효 추출물 처리 시 MG-63 세포의 성장 그래프

 (2) RAW264.7 macrophage 세포독성 시험 (CCK assay)

 우슬과 독활 유산균 복합추출물을 세포에 처리하기 위한 최고 농도를 결정하기 위하여 

CCK assay를 통해 세포독성을 확인하였다. RAW264.7 세포를 96 well plate에 

6×103cells/well의 농도가 되도록 조절한 후 각 well에 100 μL씩 분주하고 이것을 37℃, 

5% CO2 incubator에서 24시간 배양하여 세포를 부착시킨 다음 복합추출물을 0, 200, 400, 

600, 800, 1000 μg/mL 농도가 되도록 배지에 희석하여 첨가하였다. 시료 첨가 후 24시간 

동안 배양시켜 CCK reagent를 주입하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 2시간 동안 반응시킨 

후 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포생존율(%) = (1-시료 처리군의 흡광도 / 대조군

의 흡광도) × 100의 계산식으로 정량화하였다.
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그림 34. 농도에 따른 우슬, 땅두릅 복합비율별 독성 측정 결과 그래프

 (3) 우슬 및 독활 혼합 유산균발효 추출물의 NO(nitric oxide) 생성능 측정

 (가) 측정 방법

우슬 및 땅두릅 혼합 유산균발효 추출물의 면역 증강능력을 확인하기 위하여 Griess 

method를 이용하여 RAW264.7 세포의 배양 상등액 중의 NO 생성 농도를 정량함으로써 측

정하였다. RAW264.7 세포를 1.5×105 cell/dish의 농도로 60 mm dish에 분주하고, 24시간 

후 1 μg/mL의 lipopolysaccharide (LPS)를 처리하여 24시간 배양하였다. 

우슬 및 독활 유산균 복합추출물을 CCK assay 결과에 따라 독성이 없는 최대 농도인 400 

μg/mL로 처리하여 24시간 후 상등액을 이용하여 실험을 진행하였고, 양성대조군으로는 LPS

를 처리하지 않은 세포의 상등액을 사용하였으며, 음성대조군으로는 1 μg/mL의 LPS만을 처

리한 세포의 상등액을 사용하여 실험하였다. 

상등액 100 μl와 동량의 griess reagent를 혼합하여 상온에서 15분 반응시킨 후 ELISA 

reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정, 이때 표준곡선의 작성은 sodium nitrite를 이

용하였다.
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그림 35. 우슬 및 땅두릅 복합비율별 NO 생성능 측정 결과 그래프

(우슬:땅두릅=1:2(A), 1:3(B), 1:5(C), 2:1(D), 3:1(E), 5:1(F))

(나) 측정 결과

LPS의 처리에 의한 RAW264.7 세포에서 NO 생성의 증가는 우슬과 독활 복합추출물 처리군에서 

모두 감소되는 것으로 확인되었다.

라. 우슬 및 독활 혼합 유산균발효 추출물의 염증 관련 사이토카인 생성량 측정

 (1) 측정 방법

 우슬 및 땅두릅 혼합 유산균발효 추출물이 LPS의 자극에 의해 생성되는 IL-1β, IL-6와 TNF-

α의 생성량에 미치는 효과를 측정하기 위해 RAW264.7 대식세포를 1.5×106cells/dish의 농도로 

60 mm dish에 분주한 뒤 약 24시간 동안 배양한 후 LPS (1 μg/mL)를 처리하여 24시간 동안 염

증을 유도하였다. 염증이 유도된 세포에 6가지 우슬 및 독활 혼합 유산균발효 추출물 시료를 각각 

처리하고, 24시간 후 세포 및 세포 배양액을 이용하여 PCR 및 ELISA assay로 사이토카인 생성량

을 측정하였다. 
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그림 36. 우슬 및 땅두릅 복합비율별 IL-1β 측정 결과 그래프

 (2) 측정 결과

 ELISA assay 결과 LPS만을 처리한 군에서 IL-1β는 63.26 pg/mL로 LPS를 처리하지 않은 대조

군(10.12 pg/mL)에 비해 높은 증가를 보였으나, 우슬:독활=2:1, 1:5, 3:1 비율에서 각각 18.81, 

37.35, 40.14 pg/mL로 IL-1β의 생성을 억제하는 것으로 확인되었다.  특히 2:1의 비율에서는 

70% 수준까지 IL-1β의 생성이 감소하였으며, IL-1β mRNA 발현량은 대조군에 비해 LPS 자극

군에서 증가하였다. LP-ethanol군과 Lp-ethyl acetate군을 제외한 나머지 군에서 유전자의 발현이 

감소하는 것으로 관찰되었다.

그림 37. 우슬 및 독활 복합비율별 IL-6 측정 결과 그래프
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IL-6의 경우는 LPS만을 처리한 군에서 774.49 pg/mL로 높은 증가를 보였으나, 3:1, 1:2, 

1:5 비율에서 각각 678.98, 633.52, 584.76 pg/mL로 감소하였고, 특히 2:1 비율에서 542.68 

pg/mL로 30% 감소효과를 보였으며, IL-6 mRNA 발현량은 대조군에 비해 LPS 자극군에서 

현저히 증가하였고 water군에서 대조군보다 낮은 발현량을 나타내었다.

그림 38. 우슬 및 땅두릅 복합비율별 TNF-α 측정 결과 그래프

TNF-α의 경우 LPS만을 처리한 군에서 2275.68 pg/mL로 LPS를 처리하지 않은 군(1379.47 

pg/mL) 보다 39% 높아졌지만, 1:5 비율에서 1847.02 pg/mL, 2:1 비율에서 1679.11 pg/mL로 

각각 19%, 26% 감소효과를 보였고, TNF-α mRNA 발현량은 대조군에 비해 LPS 자극군에서 

증가하였으며, LP-ethanol군을 제외한 나머지 모든 군에서 유전자의 발현이 감소하는 것으로 관

찰되었다.

(3) 결론

 우슬 : 독활 2:1 비율 추출발효물에서 면역 관련 사이토카인 생성에 가장 효과적인 것으로 판단

되어 최종 시제품 생산은 우슬 : 독활 = 2:1 비율로 확정하였다.

4. 동물실험

가. 실험 조건 

본 연구에 사용된 동물은 Sprague-Dawley 계의 6주령 된 흰쥐(암컷)로서 ㈜샘타코 바이

오 코리아에서 분양받아 동물실험실 환경에 7일간 적응시킨 후 사용하였고, 적응 기간 동안 

동물실험실의 온도는 23±3℃, 습도 50±10% 내외, 명암주기는 12시간 단위로 조절하였으며 

실험기간 내내 사료와 물을 제한 없이 적당량을 충분히 공급하였다.
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그림 39. 실험에 사용된 SD-rats 사진

나. 시료의 투여 및 기간

총 40마리의 실험동물을 8 군(normal, control, 1:2, 1:3, 1:5, 2:1, 3:1, 5:1)으로 나누어 

normal 군을 제외한 모든 군에 LPS (300 μg/Kg)를 복강 주사하여 염증을 유발시킨 후, 24

시간 뒤부터 normal군과 control군은 0.9% 증류수 2 ml을, 실험군은 각각의 시료 200 mg을 

증류수 2 mL에 혼합하여 zoned needle을 이용하여 매일 오전 10시경에 1일 1회 2주간 경

구 투여하였다. 
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그림 40. LPS 복강주사 사진

그림 41. 경구투여 사진



- 71 -

다. 혈액 분석

 경구투여 종료 후 24시간 절식시킨 실험동물을 CO2chamber를 이용해 질식사 시킨 후 혈액을 채

취하여 12,000 rpm에서 20분간 원심분리 후 혈청을 분리. 혈청으로 유리된 TNF-α와 PGE2의 생

성을 ELISA kit (R&D systems Inc., Minneapolis, USA)를 사용하여 제공회사의 실험방법에 

따라 측정하였다.

그림 42. Rat serum에서 우슬 및 땅두릅 복합비율별 TNF-α 측정 결과 그래프

라. 측정 결과

TNF-α는 LPS만을 처리한 군에서 17.25 pg/ml로 LPS를 처리하지 않은 대조군(10.88 

pg/ml)에 비해 유의적인 증가를 보였으며, 우슬:독활=2:1, 1:5, 1:2 비율에서 각각 9.60, 

10.85, 11.08 pg/ml로 TNF-α의 생성을 유의적으로 억제하였으며, 특히 2:1 비율에서 LPS만

을 처리한 군 보다 44% 감소효과가 있음을 확인하였다. 

그림 43. Rat serum에서 우슬 및 땅두릅 복합비율별 PGE2 측정 결과 그래프

PGE2는 LPS만을 처리한 군에서 743.85 pg/ml로 LPS를 처리하지 않은 대조군(9.60  

pg/ml)에 비해 높은 증가를 보였으며, 우슬:땅두릅=2:1, 1:3, 3:1 비율에서 각각 208.86, 

226.61, 276.45 pg/ml로 PGE2의 생성을 유의적으로 억제하는 것으로 확인하였다.



- 72 -

5. NMR을 이용한 발효 전 후 물질 변화 측정

 1H-NMR spectrum은 Varian Unity lnova 500MHZ(Varian lnc., Palo Alto, CA., USA)로 

측정 하였으며, D2O용매를 사용 하였고 ppm 단위로 나타내었다. 

시제품으로 생산된 우슬:땅두릅=2:1 주정 추출물과 2:1 열수 추출물 그리고 1:5 주정 추출물

의 발효 전 후 물질 변화를 측정하였고(그림 44, 45, 46). 이러한 발효를 통한 물질 변화가 

cytokine 억제 효과와 성장인자 촉진에 기여한다는 분석 결과를 얻었다.

그림 44. 유산균 발효 전(상)과 발효 후(하) 우슬:땅두릅=1:5 열수추출물의 NMR data
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그림 45. 유산균 발효 전(상)과 발효 후(하) 우슬:땅두릅=2:1 열수추출물의 NMR data
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그림 46. 유산균 발효 전(상)과 발효 후(하) 우슬:땅두릅=2:1 주정추출물의 NMR data
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6. GLP기관 독성시험을 통한 안전성 확인

가. 일반 독성

Sprague-Dawley 랫드를 이용한 2,000mg/kg BW 단회 경구투여 독성시험 결과, 우슬등 유

산균발효복합물 투여로 기인한 사망례, 일반증상의 이상이 관찰되지 않았음. (GLP기관 수행, 

시험번호 GT16-00249)

나. 유전 독성

우슬등 유산균발효복합물 투여로 돌연변이, 염색체이상 및 소핵을 유발하지 않았음. (GLP기관 

수행, 시험번호 GT16-00250(미생물복귀돌연변이시험), 시험번호 GT16-00251(염색체이상시험), 

시험번호 GT16-00252(소핵시험))
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7. 지표성분 선정

가. 지표성분 명칭 및 설정 근거

대한민국 약전에서 우슬을 증명하기 위한 정성시험에는 20-Hydroxyecdysone 

(ecdysterone)을, 독활(땅두릅)을 증명하기 위한 정량시험에는 Continentalic acid를 이용하

고 있으며, 우슬 등 복합추출발효물은 우슬과 독활(땅두릅)을 주원재료로 사용하므로 각각의 

지표성분을 20-Hydroxyecdysone(ecdysterone)과 Continentalic acid로 설정하였다.

나. HPLC 밸리데이션을 통한 지표성분 분석(Waters e2695)

 

  (1) 사용 표준품 

우슬(Achyranthes japonica, ACJA2008) 표준품, 독활(Aralia continentalis, ARCO2012) 

표준품 및 독활의 지표성분인 continentalic acid(2008)는 한국식품의약품안전처에서 구입하

였고, 우슬의 지표성분인 ecdysterone(20-hydroxyecdysone)는 ㈜시그마알드리치코리아에

서 구입하여 실험에 사용하였다.

   

그림 47. HPLC 분석에 사용된 표준품 및 지표성분
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그림 48. 지표성분 분석에 사용된 HPLC

 (2) 우슬 지표성분의 HPLC 분석

(가) 표준용액 제조

① 20-hydroxyecdysone 5mg을 정밀하게 달아 메탄올에 녹여 50ml가 되게 정용한 후 이 용

액 10ml를 정확하게 취하여 이동상을 이용하여 100ml로 맞춰 표준액으로 사용. 

② 표준액을 단계적으로 희석하여 각각 100, 50, 25 μg/ml의 농도로 검량선용표준용액을 제

조. 

③ 각각의 검량선용 표준용액을 컬럼에 10㎕ 주입하고 HPLC 분석을 실시하여 크로마토그램

을 얻어냄. 

④ 얻어낸 크로마토그램의 peak data를 plot하여 정량분석을 위한 검량선을 작성.

(나) 시험용액 제조 

① 우슬 표준품과 우슬 및 땅두릅 혼합 유산균발효 추출물은 2g을 정밀하게 달아 묽은 에탄올

(50%) 100ml를 넣어 녹인 후 멤브레인 필터(0.45μm)로 여과하여 사용.

② 10㎕를 주입하여 HPLC분석을 실시함.
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 (다) 분석조건

Item Condition

Column SunFire C18(4.6*300mm, 5μm)

Flow rate 1.0 ml/min

Oven Temp. 25℃

UV detector 245 nm

Injection vol. 10μl

Mobile phage 0.08% Formic acid : Acetonitrile = 17:3(v/v)

※ 시료는 UV 검출기(Waters 2489 UV/Vis Detector) 및 Empower3 software를 활용하여 정

량 분석함.

그림 49. 20-hydroxyecdysone의 HPLC spectrum

그림 50. 20-hydroxyecdysone 검량선
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(라) 측정 결과

- 그림 49는 우슬(Achyranthes japonica)의 biomarker인 20-hydroxyecdysone의 HPLC 

spectrum으로 RT 15.809분에 검출되었다.

그림 51. 우슬(Achyranthes japonica, ACJA2008) 표준품의 HPLC spectrum

- HPLC spectrum에서와 같이 ecdysterone은 우슬에 함유되어 있는 고유한 물질임(그림49, 

51). Ecdysterone 검량선에 따라 우슬 표준품 20mg/ml에는 154.4μg/ml의 ecdysterone이 

함유되어있다는 것을 알 수 있었다.

그림 52. 우슬:땅두릅=2:1 주정 추출물의 HPLC spectrum
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그림 53. 우슬:땅두릅=2:1 주정 추출 유산균 발효물의 HPLC spectrum

우슬과 독활 2:1 주정 추출물의 발효 여부에 따른 HPLC spectrum으로 우슬의 biomarker

인 ecdysterone이 함유되어 있음을 알 수 있었다(그림 52, 53). 

우슬과 독활 2:1 주정 추출물은 RT 15.838분에 검출되며, 검량선에 따라 20mg/ml 속에 

ecdysterone 127.4μg/ml이 함유되어 있었고, 우슬과 독활 2:1 주정 추출 유산균 발효물은 

RT 15.823분에 검출되며, 20mg/ml 속에 97.8μg/ml의 ecdysterone이 함유되어 있었다.

(3) 땅두릅 및 지표성분의 HPLC 분석

(가) 표준용액 제조

① Continentalic acid 2mg을 10ml 에탄올에 녹여 표준액으로 사용. 

② 표준액을 단계적으로 희석하여 각각 200, 100, 50, 25, 12.5 μg/ml의 농도로 검량선용 표

준용액을 제조. 

③ 각각의 검량선용 표준용액을 컬럼에 10㎕ 주입하고 HPLC 분석을 실시하여 크로마토그램

을 얻음.

④ 얻어낸 크로마토그램의 peak data를 plot하여 정량분석을 위한 검량선을 작성함.

(나) 시험용액 제조

① 땅두릅 표준품과 우슬 및 땅두릅 혼합 유산균발효 추출물은 2g을 정밀하게 달아 묽은 에

탄올 100ml를 넣어 녹인 후 멤브레인 필터(0.45μm)로 여과함.

② 10㎕를 주입하여 HPLC분석을 실시함.
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 (다) 분석조건

Item Condition

Column SunFire C18(4.6*300mm, 5μm)

Flow rate 1.0 ml/min

Oven Temp. 25℃

UV detector 245 nm

Injection vol. 10μl

Mobile phage Acetonitrile : Water : TFA = 65:35:0.1 (v/v/v)

 ※ 시료는 UV 검출기(Waters 2489) 및 Empower3 software를 활용하여 정량 분석함.

그림 54. Continentalic acid의 HPLC spectrum

그림 55. Continentalic acid 검량선
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그림 56. 땅두릅(Aralia continentalis, ARCO2012)의 HPLC spectrum

(라) 측정 결과

그림 54는 독활(Aralia continentalis)의 biomarker인 Continentalic acid의 HPLC spectrum

이고, 그림 56은 식품의약품안전처에서 제공하는 독활 표준품의 HPLC spertrum으로 RT 

31.9에서 검출되었다. Continentalic acid 검량선에 따라 독활 표준품 20mg/ml에는 80.92μ

g/ml의 ecdysterone이 함유되어있다는 것을 알 수 있었다.

8. 표준화 및 안정성 확인

 

가. 원재료 표준화

 

 우슬의 학명은 Achyranthes japonica nakai 이며, 쇠무릎이라 부르기도 한다. 땅두릅은 독활의 이

명으로, 학명으로는 Aralia continentalis Kitagawa 라고 불린다. 두 원재료 모두 국내산을 사용하

였으며, 사용 부위는 뿌리이다.

 

나. 대량생산을 위한 제조공정 표준화

Lab scale 제조공정을 기반으로 Pilot scale 제조공정 개발을 진행하였으며, Industrial scale 제조

공정 개발을 완료하였다. 추출용매, 추출온도, 추출시간, 추출횟수, 건조방법 등을 고려하여 공정을 

표준화 하였다.
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제조공정
식품, 

식품첨가물
조건

지표성분 

함량변화

(mg/g)

수율 

(kg)

원재료(우슬, 독활) 입고
우슬/독활 검수

(원산지/거래내역/성상)

우슬: 
20-hydroxyecdyso
ne 5.62 /
독활: 
continentalic acid 
2.11 

102

↓
원료 혼합 및 투입

우슬 : 독활

2 : 1

↓

1차 추출
50% 주정 

9~10배수

50% 주정 , 50℃, 4시간

(대한주정라이프社 발효주정 

사용, 주세법상 규격에 적합함을 

확인함)

913

↓

여과

부직포 1μm filter
감압여과

진공도 : 400~600mmHg

↓

2차 추출
50% 주정

9~10배수
1차 추출조건과 동일

20-hydroxyecdyso
ne 미검출 /
continentalic acid 
미검출 

852

↓

여과

부직포 1μm filter
감압여과

진공도 : 400~600mmHg

↓

농축

1차·2차 여과액 합하여 농축.
60-70℃ 이하, 

진공도 : 400~600mmHg
20~25Brix
11~13시간

20-hydroxyecdyso
ne 5.71 /
continentalic acid 
2.37

210

↓

배양액 제조 및 살균 MRS broth
농축액+MRS broth 5.5g/L, 혼합 후 

살균

(80~85℃, 1시간)
211.155

↓
유산균 접종

유산균

(L.plantarum)
L.plantarum) 

씨드배양액 1% 접종

↓

본배양
37℃, 60시간 배양

교반 120RPM/min

20-hydroxyecdyso
ne 5.71 /
continentalic acid 
2.14

212.655

↓
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여과 및 실활 여과(80mesh), 실활(95℃,1시간)

↓
부형제배합 maltodextrin 고형분 대비 maltodextrin 50% 배합 319

↓

건조

분무건조

Inlet 175℃,
Outlet 80℃,

20-hydroxyecdyso
ne 5.73 /
continentalic acid 
2.64

73.4

다. 가속시험

 

시제품 모니터링을 통해 지표성분, 성상, 이물, 미생물 등 안전성과 안정성을 확인하였다.

가속시험 기간 : 2017년 12월~ 2018년 5월까지 총 6개월

 

9. 기준규격 설정

 

가. 성상

 이미, 이취가 없고 고유의 향미와 색택을 가진 분말.

나. 지표성분의 함량
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 (1) 시제품 생산된 시료의 HPLC 분석

 

그림 57. 시제품의 우슬 지표성분 분석 HPLC spectrum

생산된 시제품 시료에서 우슬의 지표성분은 RT 16.646분에 검출되었고, Ecdysterone 검량선

에 따라 시제품 20mg/ml에는 103.5μg/ml의 ecdysterone이 함유되어있다는 것을 알 수 있었

다.

그림 58. 시제품의 땅두릅 지표성분 분석 HPLC spectrum

생산된 시제품 시료에서 독활의 지표성분은 RT 31.692분에 검출되었고, Continentalic acid 

검량선에 따라 독활 표준품 20mg/ml에는 46.5μg/ml의 continentalic acid가 함유되어있다는 

것을 알 수 있었다.
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· 납: 0.5 mg/kg 이하

· 총비소: 0.2 mg/kg 이하

· 카드뮴: 0.01 mg/kg 이하

· 총수은: 0.01 mg/kg 이하

· 대장균군: 음성

· 중금속(58종):  불검출

(2) 지표성분 기준규격 설정

 

밸리데이션을 통해 확립한 시험법으로 8Lot 시료의 지표성분 함량을 확인하고, 그 평균값

을 지표성분 기준규격으로 설정하였다. 

20-hydroxyecdysone(ecdysterone): 5.185 mg/g (4.1~6.2 mg/g ) 

continentalic acid: 2.5575 mg/g (2.0~3.06 mg/g))

.

Lot No. 
우슬 독활

#1 5.73 2.33

#2 4.87 2.34

#3 5.13 2.62

#4 5.1 2.61

#5 5.19 2.66

#6 5.14 2.62

#7 5.14 2.64

#8 5.18 2.64

평균 5.185 2.5575

(3) 유해물질 규격설정

유해물질의 규격은 「건강기능식품 기능성 원료 및 기준·규격 인정에 관한 규정」 (식약처 

고시 제2014-26호)의 [별표2] 유해물질규격설정항목에 따라 분석값과 섭취량을 고려하여 

최소 함량으로 관리될 수 있도록 설정하였다.
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원료명 시험식품 대조식품

우슬·땅두릅 유산균 발효복합물 99.01 -

전분 - 96.31

스테아린산마그네슘 0.99 0.99

카라멜색소 분말1호 - 2.57

AF 치자황600 색소 - 0.13

총합 100.00 100.00

10. 시험식품 제조 및 인체적용시험 완료

 

가. 시험식품 및 대조식품 제조

(1) 시험식품

Ÿ 주성분: 우슬·독활 유산균 발효복합물

Ÿ 제형: 캡슐(Capsule)

Ÿ 중량: 500mg(우슬·독활 유산균 발효복합물 500mg/캡슐 함유)

Ÿ 섭취방법: 1일 2회, 1회 2캡슐씩 충분한 물과 함께 섭취

Ÿ 보관방법: 직사관선과 습기를 피하고 건냉한 곳에 보관

(2) 대조식품

Ÿ 주성분: 전분

Ÿ 제형: 캡슐(Capsule)

Ÿ 중량: 500mg(우슬·땅두릅 유산균 발효복합물 미함유)

Ÿ 섭취방법: 1일 2회, 1회 2캡슐씩 충분한 물과 함께 섭취

Ÿ 보관방법: 직사관선과 습기를 피하고 건냉한 곳에 보관

    
시험식품             대조식품 

          
포장

 

(3) 시험식품 및 대조식품 배합비

                                                            (배합비 %)       
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(4) 유통기한 설정

8주간의 가속시험 결과를 근거하여 시험제품의 유통기한은 12개월로 설정하였다.
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나. 인체적용시험 

(1) 개요

§ 과업명: 우슬·땅두릅 유산균 발효복합물의 관절건강 개선 기능성 및 안전성을 평가하기 

위한 인체적용연구

§ 의뢰기관: (주)메디앤바이오

§ 수탁기관: 바이오푸드씨알오

§ 시험기관: 세명대학교 부속 제천한방병원, 서울과학기술대학교 식품공학과

§ 연구기간: 2018년 4월 2일(첫 연구대상자 동의일) ~ 2018년 7월 13일(마지막 연구대

상자 최종 방문일)

§ 연구대상: 노화로 인해 무릎관절에 불편을 호소하는 중년 이상의 성인

§ 시험식품: 우슬·땅두릅 유산균 발효복합물이 함유되어 있는 캡슐(우슬·땅두릅 유산균발

효복합물 500 mg/캡슐)

§ 기능성평가 

1) 설문지 조사

 •VAS [0, 4, 8, 12주]

 •WOMAC [0, 4, 8, 12주]

2) 방사선학적 검사 [0, 12주]

§ 안전성 평가: 활력징후(맥박, 혈압, 체온), 임상병리검사(일반혈액검사 및 소변 검사), 

이상반응

(2) 시험대상자

- 연구대상자 수: 각 군당 목표 대상자수는 35명(중도탈락률 25% 고려)으로 선정기준에 

적합한 대상자를 총 70명 등록하였음.

- 선정기준: 다음 기술된 조건을 모두 만족하는 자를 연구대상자로 선정하였음.

1) 본 연구에 참여를 동의하고, 서면 동의서에 서명한 자

2) 만 50세 이상 남녀

3) 무릎관절에 불편을 호소하는 자

(Kellgren-Lawrence grade 1, 2에 해당하는 자)
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(3) 연구 방법

- 섭취방법: 1일 2회, 1회 2캡슐을 충분한 물과 함께 섭취

- 섭취기간: 12주(84일)

- 모식도:

 

- 연구 일정 및 항목
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(4) 결과

(가) 연구대상자 등록 및 기저특성

총 82명을 스크리닝하여 선정기준에 부합하는 70명을 대조군 또는 시험군으로 무작위 배

정하였고, 시험기간 동안 대조군에서 2명(동의철회 2명)과 시험군에서 6명(동의철회 6명)이 

중도 탈락하여 최종적으로 62명 참여 완료.

선정결과 등록된 연구대상자들의 연령은 60.9±0.7세였고 남녀 비율은 군간 유사하였음. 

ITT의 경우 기저시점에서의 특성은 군간 유의적인 차이가 없었고, PP의 경우 BMI가 대조군

이 시험군보다 유의적으로 높았으며(P=0.047) 그 외 지표는 모두 군간 유의적인 차이가 없

었음.

(나) 기능성 평가

① 설문지 조사 (VAS, WOMAC)

: 기저시점 대비 각 방문시점의 변화량을 비교한 결과, 대조군 대비 시험군에서 다음의 효과

를 확인함.

 ㉮ ITT 분석

- VAS score(P=0.038)와 WOMAC stiffness score(P=0.002)가 유의적으로 감소하였고, 

WOMAC total score(P=0.087)와 function score(P=0.077)는 감소 경향을 보임.

- 12주간 유의적인 차이를 보인 열량 섭취량과 활동량으로 설문지 조사결과를 보정한 결

과, VAS score(P=0.041)와 WOMAC stiffness score(P=0.002)가 유의적으로 감소하였고, 

WOMAC total score(P=0.084)와 function score(P=0.072)는 감소 경향을 보여, 보정을 

하지 않은 결과와 유사함을 확인함.

 ㉯ PP 분석

- WOMAC stiffness score(P=0.003)가 유의적으로 감소하였고, VAS score(P=0.076), 

WOMAC total score(P=0.089)와 function score(P=0.078)는 감소 경향을 보임.

- 군간 유의적인 차이가 있었던 ‘기저시점의 BMI, 12주 동안의 열량 섭취량과 활동량’으로 

설문지 조사결과를 보정한 결과, WOMAC stiffness score(P=0.003)가 유의적으로 감소하

였고, VAS score(P=0.084), WOMAC total score(P=0.085)와 function score(P=0.073)는 

감소 경향을 보여, 보정을 하지 않은 결과와 유사함을 확인함.

② 방사선학적 검사

 : ITT와 PP의 모든 지표에서 군간 유의적인 차이가 없었음.
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(다)  안전성 평가 (TT / PP)

① 활력징후 및 임상병리검사(혈액검사 및 뇨검사)

 : 모든 지표에서 임상적으로 유의미한 변화는 없었음.

② 이상반응

: 시험식품과 명확히 관련된 이상반응은 보고되지 않았고, 이상반응의 발생, 종류, 증상정도 

및 시험식품과의 관련성은 모두 군간 유의적인 차이가 없었음.

연구계획서 전자 증례기록 결과지

IRB 승인 연구대상자 보상 규약
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11. 시제품 제작 및 소비자 기호도 조사

가. 시제품 제작

(1) 제형 및 디자인 설정

기능성식품에서의 제형은 단순히 모양을 만드는 기술이 아닌, 기능성 성분의 안정성, 용해도, 

첨가제와의 상호작용 등 물리화학적 성질을 고려하고, 보관 중 주변 환경으로부터의 안전성과 

소비자 선호도까지 고려해야 하는 복합적 고도기술이며, 개봉할 때의 편이성은 제품의 효능과 

안전에 대한 고객들의 척도가 되기도 한다. 이러한 시장 인식을 고려하여, 정제, 캡슐, 환, 과

립, 액상, 분말 등 기존 6개 제형과 편상, 페이스트상, 시럽, 겔, 젤리, 바, 필름 등 확대 7개 

제형, 총 13개 제형에 대한 검토를 거쳐 최적 제형인 액상으로 최종 제형을 설정하였고, 간편

함과 편리함을 추구하는 소비 트렌드를 반영하여 선택한 액상 제형을 보다 용이하게 섭취할 

수 있도록 스틱 파우치 형태의 포장으로 결정하였다. 

우슬 등 복합추출발효물은 아직 개별인정형 원료로 인정받지 못하여 유형은 액상차로 결정

하였다.

(2) 우슬등 복합추출발효물 생산 

원재료 독활과 우슬은 ㈜제이앤디를 통해 검사완료품으로 공급받아 ㈜대호양행에서 표준공정도에 

따라 생산하였다. 국내산 우슬과 독활의 공급에 있어 한약 도매상을 통해 500kg/월 수급이 가능함

을 확인하였다. 향후 월 3,000세트(원료 기준 200kg/원재료 기준 300kg)이상 판매가 가능한 판매

처 확보 시 GAP인증 농가와의 계약재배를 통해 원재료 수급 및 원재료 품질관리를 진행할 예정이

다.
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(3) 부형원료 탐색 및 배합비 설정

원료의 맛·기능 향상을 위한 부형 원료를 탐색하여 최종 부형 원료 3종을 선택하였다.

천연물 기반의 제품 컨셉을 유지하기 위하여 생약추출물 중 관절건강에 도움이 되는 성분과 일

반적 골관절염 대상자가 고령자임을 감안하여 보약개념의 생약 복합 추출물을 혼합하였다. 또한 

섭취의 기호성을 제공하기 위해 꿀을 첨가하여 생약의 쓴맛을 보완하였다.

-개발 원료와 부형 원료의 배합비를 설정함.

  

(4) 개발 원료를 이용한 시제품 제작
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∙ 제품명 : 한방애 즐거운 산책 우슬

∙ 식품의 유형 : 액상차

∙ 폼목보고번호 : 20080467100-68

∙ 내용량 : 10ml ☓ 20포 ☓ 3박스(600ml)

∙ 원료명 및 함량 : 정제수, 식물혼합농축액(국산)27%, 우슬등유산균발효복합물(국산)10%, 

용안육등추출물(국산)3%, 꿀(국산) 1.5%

∙ 섭취량 : 1일 2회, 1회 1포씩 그대로 섭취하십시오.

∙ 섭취 시 주의사항 

-  특이체질 및 알러지체질의 경우 성분을 확인하시고 섭취하십시오.

-  섭취 후 복통, 알레르기, 기타 증상이 나타나면 섭취를 중단하시고 약사 또는 의사와 상

의하십시오.

-  간혹 침전물이 생길 수 있으나 품질에는 문제가 없으니 안심하고 드십시오.

-  제품을 개봉 또는 섭취 시 포장재에 의한 상처를 입을 수 있으니 주의 하십시오.

-  포장이 변형, 팽창, 손상되었거나 내용물이 변질, 변색되었을 경우 섭취하지 마십시오.

-  파우치 포장 그대로 전자레인지에 가열하지 마십시오.

-  이 제품은 난류, 우유, 메밀, 땅콩, 대두, 밀, 고등어, 게, 새우, 돼지고기, 복숭아, 토마

토, 아황산류, 호두, 닭고기, 오징어, 조개류, 잣을 사용한 제품과 같은 제조시설에서 제

조하고 있습니다.

∙ 보관상 주의사항 : 직사광선을 피하여 서늘한 곳에 보관하시고 개봉 후에는 변질 될 수 

있으므로 바로 섭취하십시오.

∙ 내포장재질 : 폴리에틸렌(PE)

∙ 반품 및 교환처 : 구입처

∙ 제조원 : ㈜진산사이언스

∙ 유통기한 : 2019. 12. 23

(5) 평가용 설문지 제작 및 소비자 기호도 조사

원재료에 대한 소비자 인식, 생체전환기술에 대한 인지정도 등을 조사하기 위한 섭취 전 설문지

와 섭취 후 제품에 대한 기호성과 소비자가 인지한 제품의 기능성을 평가하기 위한 섭취 후 설문

지를 자체 제작하였으며, 관절건강에 도움을 받고 싶어 하는 소비자 50명을 대상으로 샘플 테스트 

진행하였다.
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 기호도 조사 결과 대상자는 20대 2명, 30대 4명, 40대 10명, 50대 25명, 60대 4명, 70대 

이상 5명이였으며 원재료인 우슬 및 발효생약에 대하여 거의 모든 대상자가 모른다(88%)고 

답을 하였다. 제품 섭취 후 본인이 인지하는 효과는 뻣뻣함 감소가 가장 높은 비중(72%)을 

차지하였으며, 통증은 약간 개선이 가장 높은 비중(68%)을 차지하였으며, 효과 효능 인지에 

있어서 연령대가 높을수록(50대 이후) 섭취 후 단시일 내에 효과를 인지하였고, 젊은층(40대 

이하)에서는 섭취 완료 후 섭취 전에 비해 불편증상을 수치화한 점수가 감소하였음을 인지하

였다. 50명의 대상자 중 30명에서 제품 판매 시 구매 의사를 나타냈으며 적정 가격은 7~10

만원 52%, 5~7만원 38%으로 나타났다. 또한 맛에 대한 선호도에 있어서 한약 맛이 부담스

럽다는 의견이 대다수를 차지(78%)하였음. 

(6) 시판 제품 생산 준비 및 홍보 마케팅 활용 방안

∙ 제품의 제형 : 당사 자체 기호도 조사 결과에 나타난 맛에 대한 거부감을 제거하고 효과의 

인지가 고령층에서 빠른 점을 적용하여 제품의 제형은 캡슐로 결정함. 고령자의 경우 당뇨 

등의 질환에 노출되는 경우가 많으므로 당의 섭취를 최소화하기 위한 방법임.

∙ 제품의 유형 : 고시형 관절건강 원료(N아세틸글루코사민 또는 MSM)를 배합하여 건강기능

식품 ‘관절건강 개선에 도움 제품’으로 개발 중 임.

∙ 예상 제품 판매가 : 8~10만원/1달 

∙ 마케팅 포인트 : 

  원료의 기능성, 안정성, 생약에 대한 불신 불식, 섭취의 간편성, 생약의 복합 기능성

① 예로부터 사용하던 생약을 가공하여 기능성에 대한 과학적 근거를 제공하는 원료임.

② 세포실험에서 조골세포 활성세포의 증가 및 항염 효과를 확인하였음.

③ 동물실험에서 염증억제 효과를 확인하였음.

④ 인체적용시험에서 관절의 뻣뻣함 감소 및 통증 감소 효과를 확인하였음.

⑤ ‘골관절염의 예방 또는 치료용 조성물’ 특허 등록(등록번호 10-1928881)완료된 원료임.

⑥ 원료의 독성검사 및 유해물질 검사를 통해 안전성을 확보한 제품임.

⑦ 유산균 발효를 통해 발효한약의 장점을 제공하는 원료임.

⑧ 6개월간의 가속실험을 통해 성분의 안정성을 확인한 원료임.

⑨ 생약인 우슬, 독활이 지닌 생리활성물질을 간편하게 섭취할 수 있는 원료임.
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유형 종류 효능 내용

고시형 원료

글루코사민 &

콘드로이친
연골조직 구성성분

효능 미약으로 

미국시장에서 퇴출, 

병용제품으로 출시

칼슘 및 비타민D 관절/뼈 건강을 유지 영양보충

개별인정 기능성 

원료

뮤코다당∙단백, 

N-아세틸글루코사민

연골의 구성성분 합성 증가 및 

연골기질분해 억제

관절/뼈에 필요한 구성성분 

공급
대두이소플라본

골 흡수 및 골형성의 균형을 통해 

뼈기능을 개선

MSM
콜라겐을 만드는데 중요한 미네랄 

성분으로 연골성분 공급

초록입홍합추출오일복합

물/유니케스틴케이황금

염증을 유발하는 물질 또는 이를 

주로 생성하는 세포의 수를 감소
염증반응에 영향을 주어 

관절 건강에 도움가시오가피 등 

복합추출물

통증완화/연골손상물질 생성 감소, 

염증관여물질 조절, 

부종억제(동물실험)

개발 소재 우슬등 복합추출발효물

통증완화, 염증관여물질 조절, 

항산화물질인 폴리페놀 함유, 

부종감소, 관절 뻣뻣함 개선

장기간 섭취 가능, 

조골세포 활성세포 증식 

촉진(in vitro 실험)염증 

완화(in vitro, in vivo 실험), 

뻣뻣함 개선 및 

통증경감(인체적용실험)

기존 관절기능 개선 소재와 개발 소재의 비교

12. 건강기능식품 소재 개별인정 신청

가. 개별인정 신청을 위한 서류 작성

(1)제출자료 리스트

þ 제출자료의 총괄 요약본 

þ 기원, 개발경위, 국내·외 인정 및 사용현황 등에 관한 자료

þ 제조방법 및 그에 관한 자료

þ 원료의 특성에 관한 자료

þ 기능성분(또는 지표성분) 규격 및 시험방법에 관한 자료

þ 유해물질에 대한 규격 및 시험방법에 관한 자료

þ 안전성에 관한 자료

þ 기능성 내용 및 그에 관한 자료

þ 섭취량, 섭취방법, 섭취 시 주의사항 및 그 설정에 관한 자료

þ 의약품과 같거나 유사하지 않음을 확인하는 자료
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  [제출자료 요약본]
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(2) 접수

○ 건강기능식품 기능성원료 인정을 위한 신청 완료. (접수번호20181113417)
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2-3 연구개발 성과

1. 논문게재 성과 (게재 1건, 게재예정 1건, 투고 2건)

No 논문명 학술지명
주저
자명

호 국명
SCI여부

(SCI/비SCI)
게재일 등록번호

1

Enhancement of 
the 
Anti-inflammat
ory Activities of 
Aralia 
continentalis
Kitagawa 
Extracts 
Fermented by 
Lactobacillus 
plantarum

Journal of Life 

Science
우영민

Vol.28.
No.12.
1438-
1447.

대한
민국

비 SCI
2018.
12.22

ISSN 
(Print) 
1225-99
18
ISSN 
(Online) 
2287-34
06

2

Enhancement of 
anti-inflammatory 
activity of 
Lactobacillus 
plantarum 
fermented by 
Achyranthes 
Japonica on 
extraction solvents.

Applied 

Chemistry 

for 

Engineering

조은솔

Vol.30.
No.2.
145-
150

대한
민국

비 SCI
2019.
04.10
(예정)

pISSN 

1225-01

12

eISSN 

2288-45

05

3

Anti-inflammatory 
Effects of 
Achyranthes 
japonica nakai and 
Aralia continentalis 
Kitalis Kitagawa 
Comples Water 
Extaracts on 
LPS-stimulated 
RAW264.7 
Macrophage

Journal of 

Food 

Biochemistry

우영민 미정
대한
민국

SCI 투고
투고증

첨부

4

Anti-inflammatory 
effects of the 
combined extracts 
of Achyranthes 
japonica Nakai and 
Aralia continentalis 
Kitagawa.

Data in brief 우영민 미정 미국 SCI 투고
투고증

첨부
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논문 1

논문 2
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논문 3
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논문 4

개인정보 비공개
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2. 특허 성과 (출원 2건, 등록 1건)

No. 특허명 국명

출원 등록

출원인 출원일
출원번

호
등록인 등록일

등록번

호

1
골관절염의 예방 

또는 치료용 
조성물

대한

민국

㈜메디

앤바이

오

2017.
10.30

10-201
7-0142

645

㈜메디

앤바이

오

2018.

12.07

제1928

881호

2

녹각 발표물의 
제조방법 및 상기 
제조방법에 의해 

제조된 녹각발효물

대한
민국

신라대
학교 

산학협
력단

2017.
10.31

10-201
7-0143

849
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특허 1

특허 2
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번호 제목  / 학회 발표자 발표일시 장소 국명

1

anti-inflammatory and bone 

growth effects of korean 

medicinal herbs(achyranthis 

radix, araliae continentalis 

radix, antler) fermented by 

lactobacilus /한국유전자세포치

료학회

송아람 16.12.05

서 울 대 학 교 

어 린 이 병 원 

1,2 강의실

대한

민국

2

Effects of Medicinal Haerb 

Extracts on the Growth and 

Differentiation of MG-63 

Human Osteoblast-like Cells /

한국응용생명화학회

우영민 17.06.15
부산 해운대 

그랜드 호텔

대한

민국

3

Anti-Inflammatory Effects of 

Different Extraction Ratio 

from Achyranthes Japonica 

and Aralia continentalis on 

RAW264.7 Macrophages /한국

미생물생명공학회

우영민 17.06.28
부산 

BEXCO

대한

민국

4

Effects of Achyranthes 

japonica(Aj) and Aralia 

continentalis(Ac) mixture on 

osteoblast growth / 2018한국

응용생명화학회

조민영 18.06.18 ICC JEJU
대한

민국

5

Anti-inflammatory Effects of 

Different Extraction Ratio 

from Achranthes japonica and 

Aralia continentalis on 

RAW264.7 Macrophages 

/2018한국응용생명화학회

우영민 18.06.18 ICC JEJU
대한

민국

3. 학술발표 (총 5건)
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발표 1

발표 2

발표 3

  

발표 4
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발표 5

4. 인력양성 (학사 4 / 석사 2)

§ 학사(4명): 황하빈, 성신혜, 강민지, 정지현

§ 석사(2명): 송아람, 동원원

 
개인정보 비공개

개인정보 비공개
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5. 고용창출 (총 2인)

§ ㈜ 메디앤바이오    오현정   2016.09.01.

§ ㈜ 메디앤바이오    김수진   2018.01.01.

6. 기술실시

○ 자체 기술 실시를 통한 시제품 제작

§ 계약명: 우슬등 복합추출 발효물 생산기술

§ 계약일: 2018.12.13.

§ 실시기간: 특허만료일까지

§ 지재권 종류: 특허등록

§ 실시권 유형: 직접실시

개인정보 비공개
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7. 기술 인증 (신청 1건)

○ 개발 원료 생산 기술 신기술 인증 신청.

§ 인증명: 농림식품 신기술(NET)인증제

§ 인증기관: 농림식품기술기획평가원

§ 신청 기술명: 골관절염의 치료·예방용 식품소재 개발을 위한 발효생약 양산(量産) 기술

연구결과 미첨부로 인하여 2년 내 상용화에 무리가 있다는 심사 의견을 반영하여 인체적용

시험 및 소재 개발 연구 결과를 첨부한 내용으로 2019년 상반기 내 기술인증 신청 예정임.

개인정보 비공개
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구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용 연구결과

1차년도

(2016)

유산균발효 

한약재의 원료 

표준화

• 유산균 
발효 한약재 

lab scale(10kg 
이하) 생산 

기술 개발 및 
표준화

100

• Lab scale 유산균 배양

을 통한 한약재 발효 제조

공정 개발

• Lab scale 유산균 배

양을 통한 한약재 발효 

제조공정 개발

• Pilot scale(100~500 kg)

의 생산 한약재 유산균발효 

공정 개발

•Pilot scale(100~500kg)

의 생산 한약재 유산균발

효 공정 개발

유산균발효 

한약재의 

관절건강 개선 

기능성 연구

유산균 발효 
한약재의 항염 

활성 및 
골형성 촉진 

활성 등 
생리활성 측정

100

• 열수추출방법을 이용하

여 우슬 등 한약재 및 발효

한약재 시료의 추출물을 확

보

• 열수추출방법을 이용

하여 우슬 등 한약재 및 

발효한약재 시료의 추출

물을 확보 완료

• NMR, LC/MS를 이용 • NMR을 이용한 지표

3.� 목표�달성도�및� 관련�분야�기여도

 3-1. 성과 평가방법

○ 건강기능식품 원료 표준화 유무

○ 우슬등 유산균 복합발효 제조 공정 개발 및 대량생산 제조 공정 표준화 완료 여부

○ NMR, LC/MS를 이용한 관절염 관련 지표물질(biomarker) 선정 여부

○ 항염증 관련 인자(Nitric oxide, IL-1b, PGE2, TNF-a, COX-2 등) 및 뼈성장 관련 인자

(MG-63 세포성장, IGF-1, VEGF 등)와의 상호작용 확인

○ 시작품 제작 및 독성시험 진행 여부

○ 골관절염 동물모델에서 우슬등 유산균 복합발효물의 효능 검사를 통한 인체적용 섭취량 

결정

○ 일반독성 및 유전독성 시험

○ 인체적용 시험용 시료 생산

○ 인체적용시험 개시

○ 관절건강관련 임상시험 30 case이상 유효 결과치 도출 

○ 관절건강에 도움을 줄 수 있는 건강기능식품 개별인정 신청서 제출 유무

 3-2. 목표 및 달성여부
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한 지표물질(biomarker) 선

정

물질(biomarker) 선정 완

료: 지표물질 ecdysterone 

• 항염증 관련 인자 실험

을 통한 유효성분 탐색

(Nitric oxide, IL-1b, 

PGE2, TNF-a, COX-2 

등)

• 세절된 한약재 유산균

발효물을 이용한  항염증 

관련 인자 실험을 통한 

유효성분 탐색(Nitric 

oxide, IL-1b, PGE2, 

TNF-a 등) 완료

• 뼈성장 관련 인자 실험

을 통한 유효성분 탐색

(MG-63 세포성장, IGF-1, 

VEGF 등)

• 세절된 한약재 유산균

발효물을 이용한  뼈성장 

관련 인자 실험을 통한 

유효성분 탐색(MG-63 

세포성장, IGF-1, VEGF 

등) 완료 

2차년도

(2017)

유산균발효 
복합물의 원료 

표준화 

유산균 발효 
복합물 대량생
산 기술 개발 
및 표준화

100

• 열수추출방법을 이용하여 우
슬 등 한약재 및 발효한약재 시
료의 추출물을 확보

• 열수추출방법을 이용하여 
우슬 등 한약재 및 발효한약
재 시료의 추출물을 확보 완
료

• NMR, LC/MS를 이용한 지
표물질(biomarker) 선정

• NMR을 이용한 지표물질
(biomarker) 선정 완료
• HPLC를 이용한 지표물질
(biomarker) 선정 완료

• 항염증 관련 인자 실험을 통
한 유효성분 탐색(Nitric oxide, 
IL-1b, PGE2, TNF-a, 
COX-2 등)

• 세절된 한약재 유산균발효
물을 이용한  항염증 관련 인
자 실험을 통한 유효성분 탐
색(Nitric oxide, IL-1b, 
PGE2, TNF-a 등) 완료
• 파우더 한약재 유산균발효
물을 이용한  항염증 관련 인
자 실험을 통한 유효성분 탐
색(Nitric oxide, IL-1b, 
PGE2, TNF-a 등) 완료

유산균발효 

한약재의 

관절건강 개선 

기능성 연구

유산균 발효 

한약재의 

항염활성 및 

골형성 촉진 

활성 등 

생리활성 측정

100

• 뼈성장 관련 인자 실험을 통
한 유효성분 탐색(MG-63 세포
성장, IGF-1, VEGF 등)

• 세절된 한약재 유산균발효
물을 이용한  뼈성장 관련 인
자 실험을 통한 유효성분 탐
색(MG-63 세포성장, IGF-1, 
VEGF 등) 완료
• 파우더 한약재 유산균발효
물을 이용한  뼈성장 관련 인
자 실험을 통한 유효성분 탐
색(MG-63 세포성장, IGF-1, 
VEGF 등) 완료

• 골관절염 동물모델에서 우슬 
등 발효한약재 추출물의 효능 
시험

• 동물실험승인번호 획득
SUACUC-2016-022
동물실험과제명 :유산균발효  
한약재를 이용한 관절건강 기
능성소재 및 건강기능식품 개
발

• 혈액내 항염지표 COX, 
TNF-α, IL-1β 검사 

한약제 유산균 GLP기관을 100 Ÿ  일반 독성 시험 (단회투여 시험기관: KCL 
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발효 추출물의 

일반독성시험

통한 독성 

시험

독성)
Ÿ  유전 독성 시험 (돌연변이, 

염색체이상, 소핵유발)

한국건설생활환

경 시 험 연 구 원 

바이오융합연구

소

( 시 험 번 호 

GT16-00249/ 

GT16-00250/ 

GT16-00251/ 

GT16-00252)

인체적용시험

인체적용 

시험용 제품 

생산

100  인체적용 시험용 식품 제조

OEM을 통해 인체적용시험을 
위한 시험 식품 및 대조 식품 
제조 (OEM기관: 다인 네추
럴)

GCP규정에 

따른 

30cases의 

예비 

인체적용시험

을 통해 

관절통증 완화 

기능성 및 

안전성 검증

100

인체적용시험을 통한 

관절통증 완화 기능성 및 

안전성 검증 진행

세명대학교 부속 한방병원, 
바이오푸드CRO와 용역 계
약.
인체적용시험 진행.

3차년도

(2018)

인체적용시험

GCP규정에 

따른 

30cases의 

예비 

인체적용시험

을 통해 

관절통증 완화 

기능성 및 

안전성 검증 

100

인체적용시험을 통한 

관절통증 완화 기능성 및 

안전성 검증 완료

인체적용시험 완료 및 연구결
과 보고서 작성.

유산균발효 

한약재의 

관절건강 개선 

기능성 연구

유산균 발효 
복합물 대량생
산 기술 개발 
및 표준화

100

항염증 관련 인자 실험을 통한 
유효성분 탐색(Nitric oxide, 
IL-1b, IL-6, TNF-a, COX-2, 
iNOS 등)

파우더 한약재 유산균발효물
을 이용한  항염증 관련 인자 
실험(western blot 및 PCR)
을 통한 유효성분 탐색(Nitric 
oxide, IL-1b, IL-6, TNF-a, 
COX-2, iNOS  등) 완료

원료 및 제품의 안정성 실험
생산된 시제품의 HPLC를 이
용한 지표물질(biomarker) 분
석 완료

 LC/MS를 이용한 지표물질 및 
제품의 finger print 분석을 

통한 제품 표준화

생산된 시제품의 HPLC를 이
용한 지표물질(biomarker) 분
석 (1달 간격, 6개월간 분석
완료)

식품의약품안전처 개별인정형 
건강기능식품 허가에 필요한 

서류작성 및 신청서 제출
 서류작성 및 접수 완료
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시제품 제작
개발 원료를 
활용한 시제품 
제작

100 우슬등 복합추출 발효물을 
활용한 시제품 제작 OEM기관: 진산사이언스

기호도 조사

시제품 설문 
조사를 통한 
기호도 조사

80 자체 설문지 제작 및 설문 
조사를 통한 기호도 조사 실행

기능성 및 기호성 조사 현재 
진행 중.

전문가 자문 100 전문가 자문을 통한 부원료 
변경 추진

설문 결과 및 전문가 자문 피
드백을 통한 부원료 및 제형
의 변화 모색.

 

3-3. 목표 미달성 시 원인 및 차후대책

 개발 원료를 활용해 제작한 시제품으로 기호도 조사를 진행하고 있으며, 차후계획은 4. 연구 결

과 활용계획에서 설명함.

 

3-4. 관련분야 기여도

1. 기술적 측면

가. 기술의 독창성

(1) 국내 관절/뼈건강 건강기능식품 원료는 고시형과 개별인정형을 합쳐 총 22개이나, 글루

코사민 등 시장 점유율이 높은 기존 원료가 건강에 크게 유효하지 않다는 보고와 기존 천

연물 유래 개별인정 원료들(뼈/관절)이 용매를 이용한 단순추출물 또는 추출물의 혼합물이 

대부분이라는 점에서 기존 원료를 넘어선 새로운 소재의 원료가 요구되는 실정.

(2) 본 기술은 두 가지 이상 천연물 원료의 배합을 최적화하여 복합 추출하고, 생물전환 기

술을 적용해 원료의 기능성 향상을 실현시킨 기술로서, 기 인증된 고시형, 개별인정형 원료

들과 차별화된 독창성을 보유한다고 볼 수 있음.

나. 기술 경쟁력

(1) 본 개발 원료는 농림식품기술기획평가원 주관 고부가가치식품개발사업 과제를 통한 연

구결과에 근거하여, 천연물 발효를 통해 유효성분의 생체이용률을 향상시키고, 두 천연물 

원재료의 시너지가 발현되는 최적비율 복합 추출을 통해 세포 독성이 완화되는 것을 입증

하였음.
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(2) 뼈 성장 인자 촉진 및 염증 유발 인자 억제를 통한 면역 개선에 도움을 줄 수 있는 다

기능성 원료임을 증명하였고, 단일 원료로 여러 효과를 얻을 수 있는 경쟁력 있는 원료임

을 알 수 있음.

(3) 본 연구로 자사가 개발한 우슬 등 복합추출 발효물은 ‘골관절염의 예방 또는 치료용 조

성물’ 특허등록을 통해 유사소재의 시장 진입을 차단함으로써 제도적으로 소재의 독창성과 

기술성이 유지될 것으로 사료됨.

다. 기술 수준

(1) 발효를 이용한 기능성 식품은 몇몇 시판 중이나, 관절건강 개선을 주목적으로 한 관절 

건강 개선 제품은 현재까지 없는 것으로 확인되며, 특히 우슬과 독활을 혼합 발효한 소재 

개발은 진행되지 않은 상태임.

(2) 국내에서 천연물 생물 전환을 이용한 기능성 소재 개발은 아직 출발선상에 있음. 당사는 

개발 원료를 식품의약품안전처로부터 관절건강 기능소재 개별인정을 획득하여 건강기능식

품으로 상품화할 예정임. 이로써 국내 시장에 새로운 소재의 기능성 원료를 제공하고 기술

수준을 혁신시킬 수 있을 것이라 사료됨.

(3) 지식재산권 및 원천기술 확보, 골관절 건강 개선 및 통증 감소 효능평가 기술의 확보로 

향후 다양한 질환개선 소재 개발이 활발해 질 것으로 예상함.

(4) 개별인정 획득 후, 건강기능식품, 의약품 등 사용할 수 있는 응용 범위가 넓어 그 사용

이 매우 광범위해 질 것으로 기대됨.

2. 경제적 측면

가. 국산 원재료 사용으로 인한 수급의 용이성

(1) 현재 건강기능식품 원료는 수입 원료의 비중이 크므로 국산 자원을 활용한 기능성 소재

는 그 가치가 높음. 본 개발의 주 원재료로 이용되는 우슬, 독활은 전통의학의 치료수단인 

동시에 우리나라의 대표적인 신토불이 농산물임.

(2) 국내에서 출하되는 고유 한약재 원료는 산업화 시 원료의 수급이 용이한 동시에 외화 

절약에 기여하고, 국내 농가의 안정적 수익 창출을 가능하게 함.
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나. 수출 경쟁력

(1) 세계 전통의약시장 규모는 2,000억 달러(‘08년) → 5조 달러(’50년)로 지속적 성장이 추정되

고, 한국과학기술정보연구원 기술동향분석보고서(2013)에서는 ‘미국인들의 상당수가 천연재료를 

사용한 기능성식품이 부작용을 완화시킬 수 있다는 점에서 의약품을 대체할 수 있을 것으로 선

호’한다고 말함.

(2) 국외 한약재 시장 성장규모 및 천연물에 대한 높은 호감도로 미루어 볼 때 생약활용 기

능성식품 시장은 보다 활발해질 것으로 전망됨.

(3) 현재까지 국내외 우슬과 독활 복합발효물을 이용한 골관절염 개선에 특화된 특허는 없

는 것으로 조사되며, 특히 국외에서는 우슬과 독활을 주원료로 한 제품 자체가 존재하지 

않아 수출시장 경쟁력에서도 우위를 차지할 수 있음.

3. 산업적 측면

(1) 발효생약은 약리적인 기능성 및 제형 개량과 포제 방법 향상으로 새로운 수요 창출 및 

고부가가치 제품개발이 가능하여 지역 농업사회 발전에 이바지 가능함. 본 개발 원료는 국

내산 작물에 개발한 발효공법을 더해 고부가가치 창출이 가능하고, 이를 통해 생약복합물 

원료개발 사업에 활기를 줄 수 있음.

(2) 최근 생약재와 관련한 다양한 인프라 육성을 위해 농가와 지방자치단체가 협약을 맺는 

등 국가적으로도 방법을 모색 중인 가운데 생약활용 기능성 소재 개발은 재배 농가 소득 

증대와 일자리 창출에 기여하고 관련 식품 산업의 성장을 촉진시킬 수 있음.

4. 사회문화적 측면

(1) 통계 의학적으로 이용되어오던 생약은 그 메커니즘에 대한 의문으로 유효성과 안정성, 

안전성 등이 의심받아 왔으나, 본 연구의 개발 원료는 약리작용과 골관절염 관련인자의 유

의적 상관관계 분석 및 활성물질 탐색을 통해 기능성 및 안전성을 현대적 검증체계로 증명

함으로써 생약에 대한 근원적 불신을 해소함. 

(2) 이로써 생약에 대한 인식을 개선 및 소비자의 신뢰를 향상 시키고, 관련 시장 제품의 매

출 증대를 통해 경제 발전 및 국민 건강 증진에 이바지할 수 있음.
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4.� 연구결과의�활용�계획�등

4-1 협동기관에서의 기술 이전

○ 개발 특허명: 골관절염의 예방 또는 치료용 조성물 (제1928881호)

○ 특허 지분

 : (주)메디앤바이오(주관기관) 70%, 신라대학교 산학협력단(협동기관) 30%

○ 협동기관 지분 30%를 주관기관으로 이전 예정.

○ 계약 체결 후 ‘(주)메디앤바이오’가 특허권리 100%를 소유함.

4-2 특허 소재를 이용한 완제품 제작 

(1) 시제품을 통한 기호도 조사

○ 시장성과 소비 트렌드를 반영해 액상 스틱파우치 형태의 시제품을 제작함.

○ 자체 제작한 설문지를 이용해 맛, 향, 기능성 등 시제품 시장성 조사 진행 중에 있음.

(2) 설문 조사와 자문단 피드백을 통한 완제품 제작

○ 기호도 조사를 통해 개발 원료의 ‘쓴 맛’, ‘아린 맛’ 등 문제점을 발견함.

○ 중의학 박사 고문단 자문으로, 시장성·기호성 증진을 위한 부형 원료를 처방받아 새로운 샘

플 제작을 준비하는 중임.

○ 보완 제작한 샘플의 기호도 조사 후 완제품을 출시, 건강기능식품 시장 진입을 통해 매출을 

창출할 계획임(2019년 하반기 예정).
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4-3 유통 및 마케팅

○ 총판 조직과의 독점 판매 계약을 통해 off-line 판매 유통 경로 확보.

○ 온라인, 홈쇼핑, 박람회 등을 이용해 온오프라인을 병행한 유통 판매 추진 예정.

○ 판매유통 방안

판매유통 방안

구분 추진계획

온라인채널
- 국내 온라인 채널 입점을 통한 판매유통채널 확보

- 대형 오픈마켓, 소셜커머스, 종합몰, 전문몰 등

홈쇼핑
- 국내 메이저 TV홈쇼핑 판매를 통한 판매유통채널 확보

- 롯데, 현대, GS, NS, CJ 등

통신판매 - 광고, 신문, 잡지를 통한 판매유통채널 확보

방문판매 - 국내 방문판매 전문 업체를 통한 판매유통채널 확보

직영판매점
- 국내 직영판매점을 통한 판매유통채널 확보

- 약국, 마트, 백화점, 건강기능식품전문매장 등

박람회
- 건강기능식품 박람회 또는 식품 관련 박람회 참가를 통한 판매 연

계

인플루언서 마케팅
- 후기 전문 블로거나 영향력 있는 유저들을 활용해 국내 판매유통채

널 연계

서포터즈 운영 - 서포터즈 운영을 통한 국내 판매유통채널 연계

4-4 제형의 다양화

○ 국내외 선진기업들은 ‘이색제형 전쟁’에 돌입해 젤리형 영양 제품이나 스틱젤리 제품, 소프트·

하드 캡슐형 유산균 제품 등 독특한 제형의 제품을 잇달아 출시하고 있음.

○ 국가식품클러스터 또한 건강기능식품기업의 니즈(Needs, 욕구)가 제형개발임을 간파하여 ‘기

능성식품 제형센터’ 건립에 투자할 예정이며, 건강기능식품 중소기업이 소비자 니즈 맞춤형 제

형개발을 도울 수 있도록 기술 지원, 적합성 평가, 시제품제작 등을 통해 제형기술의 기반을 

마련할 것이라 밝힘.

○ 제형에 대한 니즈를 충족시키기 위해 개발 원료 제형의 다양화를 모색함. 

○ 찬물에도 잘 녹는 특허 공법을 적용한 차별화 제형 변화를 검토 중에 있음.
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