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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   농산물 및 가공식품으로부터 내분비계 장애물질에 대한 억제 물질의 탐색 및 이를 이

용한 기능성 식품개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

1. 기술적 측면

   1960년대 미국에서 침묵의 봄(Silent Spring)이 발간된 이후 독성물질에 대한 관심이 고

조되었다. 이에 따라 독성물질을 관리하기 위한 여러 가지 대책 수립에 미국을 중심으로 

선진 각국에서는 다방면으로 노력을 기울여 왔었던 것은 주지의 사실이다.  최근 우리나라

에서도 사회, 경제, 문화적 발전과 더불어 안전한 삶의 질을 추구하기 시작하면서, 환경에 

대한 관심이 최고조로 다다르고 있다. 더욱이,  1996년  “Our stolen future" 라는 책이 발

간된 이후 선진국을 중심으로 내분비계 장애물질에 대한 관심이 높아지고 있으며, 우리나

라에서도 내분비계 장애물질의 규명과 이들에 의한 피해를 최소화하기 위한 여러 가지 대

응 방안 마련 노력이 학계를 중심으로 일고 있다.

   환경호르몬으로 잘 알려져 있는 내분비 장애물질은 생물의 여성화뿐만 아니라 웅성화, 

행동의 방해, 암 촉진 등 다양한 향을 일으키는 외부 물질로써, 최근의 많은 연구자들에 

의해 야생생태계에 향을 주는 것으로 관찰되고 있으며,  따라서 인간에게도 비슷한 향

을 줄 가능성이 있음이 가설로 제안되고 있다. 이러한  내분비계 장애물질의 대부분은 여

성호르몬인 에스트로젠 유사 활성으로 인하여 극히 미량으로도 독성이 나타나므로 환경 

중의 외인성 에스트로젠 혹은 environmental estrogens라고도 불린다. 우리나라를 비롯한 
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세계 각국에서 다양한 종류의 내분비계 장애물질이 플라스틱, 알루미늄 깡통의 내부 코팅

물질, 컵라면 용기, 세제의 분해물, 소각로 배기가스, 농약 등에서 광범위하게 검출되고 있

으며, 이들의 환경 중 배출량은 극미량이기는 하나 높은 지용성 물질로써 환경중의 안정성

이 매우 높고 특히, 이러한 특성을 기반으로 하여 환경 매체간 이동 및 먹이사슬을 통해 

생체농축현상을 일으키는 것이 밝혀지면서 더욱 문제가 되고 있다. 특히, 내분비계 장애물

질 중 가장 주목을 받고 있는 물질은 PCBs나 다이옥신 같은 할로겐화 방향족 탄화수소류

(Halogenated aromatic hydrocarbons)로써, 이들은 같은 작용기전에 의해 유사한 독성을 

나타낸다고 알려져 있다.   

   우리나라에서도 다양한 유기염소계 농약류의 사용과 폐기물의 소각처리량이 증가하면

서, 이러한 내분비계 장애물질에의 노출 가능성이 점점 증가되고 있다. 특히, PCBs와 

DDT가 일반 환경 중에서 검출된 바 있으며, 다이옥신류의 경우에도 극미량이기는 하나 

토양 중에서 검출되었으며, 일부 우리나라 사람의 지방조직 및 모유에서도 PCBs, DDT 및 

다이옥신류가 검출되고 있어 이에 대한 국민들의 관심이 더욱 증대되고 있다. 그러나 현재 

전세계적으로 큰 문제가 되고 있는 내분비계 장애물질의 경우 물질의 분류나 정성, 정량 

분석에 대한 연구는 상당히 진행되고 있으나 이러한 내분비계 장애물질의 피해로부터 사

람을 보호하려는 노력은 일부 포장재의 사용금지나 병제품으로의 대체 등 매우 소극적인 

방법이 이외에는 거의 전무한 실정이다.

   따라서 본 연구에서는 내분비계 장애물질의 탐색법을 응용하여 이들 물질이 체내에서

의 작용을 억제하는 활성물질을 다양한 식품소재나 이를 이용한 가공식품중에서 탐색, 동

정하여 환경호르몬의 피해를 최소화시키는 보다 적극적인 방법을 모색해 보고자 한다.

2. 경제⋅산업적 측면

   국내 농산물과 인삼제품 등과 같은 기존의 가공제품 중에 존재하는 환경호르몬 억제물

질을 탐색, 확인함으로서 그 기능성을 부각하고 소비와 수출을 촉진하고, 또한 기존 가공

제품의 기능성을 강화시키거나 새로운 형태의 건강보조식품, 가공식품 등을 개발하여 원료

농산물의 새로운 수요를 창출함으로서 재배농가의 소득증대에 기여할 수 있을뿐만 아니라 

제품생산과 관련하여 고용창출효과도 클 것으로 기대된다.
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3. 사회⋅문화적 측면

   내분비계 장애물질에 대한 국민의 관심이 날로 고조되고 있으며 이들 물질이 일상생활

과 접하게 연관되어있기 때문에 본 연구결과를 통해 내분비계 장애물질에 대한 국민의 

이해가 증가되어 공중의 환경 보호 의식의 발달을 가져올 수 있다. 또한 내분비계 장애물

질에 대한 방어식품의 개발과 이에 의한 향에 대한 과학적 근거가 제시되므로 국민생활

의 안정을 유도하게 된다. 이는 곧 사회․문화적 발달을 초래하며, 역으로 내분비계 장애

물질의 환경기준 설정에 있어서도 사회, 문화적 가치관들이 반 되기 때문에, 궁극적으로 

환경문화 발달을 초래한다. 

   결국 이러한 환경문화의 발달은 내분비계 장애물질의 노출로 인한 인체 피해를 최소화

하여 공중보건을 크게 향상시킬 수 있는 계기가 될 수 있다. 또한, 21세기를 맞이하여 인

류의 재앙이라고도 불리는 환경 호르몬으로부터의 피해를 최소화시킴으로서 농산물과 같

은 천연물 소재 및 다양한 가공식품류를 대상으로 내분비계 장애물질을 억제할 수 있는 

물질을 탐색하고 이러한 내분비계 장애물질에 대한 억제활성을 나타내는 소재를 이용하여 

기존 가공제품의 기능성을 강화시키거나 새로운 형태의 가공식품 등을 개발한다면 원료농

산물의 새로운 수요를 창출함은 물론이고 국민의 안전한 식생활에도 크게 기여할 수 있을 

것이라 생각되어진다. 
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

  

본 연구의 연구개발 내용 및 범위는 다음과 같다.

1. 천연물 소재 및 그 가공식품으로부터 내분비계 장애물질에 대한 억제물질의 추출

2. 유효물질의 분리, 정제 및 정제 단계별 내분비계 장애물질에 대한 억제효과 검토

3. 유효물질 추출물의 가공 특성 구명 

4. 유효물질 추출물의 중간소재화

5. 내분비계 장애물질에 대한 억제효과가 강화된 기능성 식품 개발

6. 새로운 형태의 기능성 음료제품 개발

** 연차별 연구개발 내용 및 범위

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도

( 2000 )

국내 농산물 및 가공식

품으로부터 내분비계장

애물질 저해 활성물질

을 탐색

ꋪ농산물 및 원료 농산물의 내분비계장애물질 

억제물질의 추출

ꋪ유전자재조합 Yeast를 이용한 내분비장애물

질 억제효과 탐색

ꋪMCF-7 세포를 이용한 내분비장애물질 억제 

활성물질 탐색

2차 년도

( 2001 )

내분비계 장애물질의 

억제물질의 분리, 정제 

및 식품소재화

ꋪ유효물질의 분리,정제 및 정제 단계별 

  내분비계장애물질 억제효과 확인

ꋪ생체실험을 통한 활성측정  

ꋪ유효물질의 소재화 및 가공 특성 구명 

3차 년도

( 2002 )

내분비계 장애물질에 

대한 억제물질의 이화

학적 특성, 기작 규명 

및 제품화

ꋪ유효물질의 이화학적 특성 구명

ꋪ유효물질의 사람유방암 세포에서 기작 구명

ꋪ유효물질의 사람전립선암 세포에서 기작 구명

ꋪ내분비계장애물질 억제효과가 있는 유효성분 

및 중간소재를 이용한 기능성식품 개발
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

(1) 농산물 및 원료 농산물에서 내분비계장애물질 억제물질 선정 및 추출

    내분비계 장애물질에 대한 억제물질을 추출하기 위한 시료로 현미 등 곡류 7종, 대두 

등 두류 6종, 고구마와 감자와 같은 감자 및 전분식품류 2종, 사과 등 과실류 11종, 상추 

등 채소류 21종, 후추 등 향신료 6종, 쑥 등 야생식품류 4종, 지 등 버섯류 5종, 매실 등 

약용작물류 40종, 수삼 등 인삼류 3종, 베가모트 등 허브류 14종, 녹차 등 차류 6종, , 효모

식품 등 건강보조식품류 10종, 호도 등 견과류 4종, 북한산 도토리 등 북한산 식품 또는 

가공제품 7종, 중국산 차제품 2종 등 총 148 종의 천연물 소재 및 가공식품류를 수집하여 

시료로 사용하 다.  

    각 시료로부터 에탄올 추출물을 제조한 후 건물 기준으로 살펴본 추출수율은 곡류는 

1.5∼8.0%, 두류는 8.8∼17.3%, 감자 및 전분시품류는 8.1∼14.6%, 과실류는 41.2∼73.2%, 

채소류는 4.3∼69.1%, 향신료는 15.5∼34.4%, 야생식물류는 7.4∼50.9%, 버섯류는 5.6∼65.4, 

약용식물류는 2.5∼69.2%, 인삼 및 인삼 가공제품류는 16.7∼41.2%, 허브류는 14.7∼26.7%, 

차류는 14.1∼52.4%,  건강보조식품류는 14.8∼60.7%, 견과류는 13.6∼32.0%, 북한산 식품류

는 3.8∼48.4%, 중국산 차류의 경우 약 56% 정도의 추출 수율을 나타내었다.   

    

(2) 내분비장애물질에 대한 억제활성 검색

    앞서 제조된 148 종의 천연물 소재 추출물의 활성을 검색해 본 결과, 우선 

recombinant yeast assay의 경우 약콩, 감초, 결명자, 초두구, 대두, 정향피, 감잎, 황기, 팥 

등이 estrogenic activity를, 감초, 정향피, 밤 등이 androgenic activity를 가진 것으로 판명

되었으며 두가지 활성을 모두 나타낸 천연물 소재로는 감초와 정향피 등이 있었으며 초두

구의 경우에도 비교적 높은 활성을 나타내었다.

    따라서 이들 3종의 생약재를 선정한 후 대량 추출물을 조제하고 MCF-7 proliferation 

assay 및 동물시험을 거친 결과, 이들 3종의 생약재 중에서도 감초가 가장 우수한 내분비

계 장애물질에 대한 억제효과가 있는 천연물소재임이 판명되었다.
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    따라서 본 연구에서는 이후 감초를 중심으로 적정추출, 정제조건, 추출물 조제 및 가

공적성을 검토하 으며 이를 이용한 가공제품 개발을 위한 연구를 수행하 다.  각 연구단

계별 활성평가는 recombinant yeast assay를 통한 estrogenic activity 측정 및 MCF-7 

cell을 이용한 proliferation assay를 이용하 다.

(3) 내분비장애물질에 대한 억제활성 물질의 기전

   Recombinant yeast assay 결과, 쥐눈이콩, 감초, 결명자, 초두구, 대두, 정향피, 감잎, 황

기, 팥 등이 estrogenic activity를, 감초, 정향피, 밤 등이 androgenic activity를 나타내었

다. 이들 활성을 가진 소재를 대상으로 MCF-7 proliferation assay 및 동물시험을 수행한 

결과 감초, 정향피, 초두구 3종의 생약재가 유방암의 세포사멸 능력과 에스트로젠성을 동

시에 가지고 있는 등 가장 높은 활성을 나타내는 것으로 판명되었다. 실제 내분비계장애물

질인 BPA를 이용한 Uterotrophic assay에서 두가지 시료 감초, 정향피는 내분비계장애물

질의 저해 능이 in vivo에서도 있음이 확인되었다. 내분비계 장애물질에 대한 억제효과의 

감초 Hexane, CHCl3, EtOAc, 70% MeOH 과 정향피 DW 추출물의 경우 생체내 메카니즘

은 유방암 세포에서 세포사멸 메카니즘과 동일하게 일어나는 것이 관찰되었고 유일하게 

감초 80% EtOH 추출물은 시간별로 약간의 차가 보 다. 이러한 연구결과를 통하여 가장 

우수한 활성을 나타낸 감초의 적정추출조건을 확립하 다.

(4) 내분비장애물질에 대한 억제활성 물질의 식품소재화와 제품화

   이러한 연구결과를 통하여 가장 우수한 활성을 나타낸 감초의 적정추출조건을 확립하

으며 흡착 크로마토그라피 등을 이용하여 정제된 활성분획을 조제하 다. 

   MWCO가 5000인 한외여과막을 이용한 여과시에는 5000이상의 분자량을 가진 분획에서 

활성을 나타내었다. 감초로부터 정제한 활성분획의 경우 산성 pH 조건에서 다소 활성이 

감소하 으며 121℃에서 15분가열처리시 대부분이 활성이 소실되는 것으로 나타났다. 반면 

95℃에서는 15∼30분 가열처리시에도 활성에 큰 차이를 나타내지 않았다.   또한 60
o
Bx 까

지 농축시에도 농축공정중의 활성 변화는 거의 없었다.  감초농축물(67
o
Bx)을 경우 쥬스, 

농차, 라면스프 등에 0.01∼0.02% 수준 정도로 첨가시에는 관능적 품질에 향을 미치지 

않았다. 감초 농축액을 0.1% 수준으로 희석한 후 당류, 산, 향 등의 부재료를 첨가하여 음

료제품을 제조하고 관능평가한 결과, 전반적으로 비교적 우수한 관능적 품질을 나타내었
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다.  

2. 활용에 대한 건의

   현재 전세계적으로 큰 문제가 되고 있는 내분비계 장애물질의 경우 물질의 분류나 정

성, 정량 분석에 대한 연구는 상당히 진행되고 있으나 이러한 내분비계 장애물질의 피해로

부터 사람을 보호하려는 노력은 일부 포장재의 사용금지나 병제품으로의 대체 등 매우 소

극적인 방법이 이외에는 거의 전무한 실정이다. 따라서 국내 농산물 및 가공식품으로부터 

내분비계장애물질에 대한 저해활성 물질을 추출, 분리, 정제하고 그 가공적성을 검토하여  

식품에 첨가할 수 있는 중간 식품소재 및 이를 이용한 가공식품을 개발해보고자 하 다.   

   본 연구과제에서 선발된 감초, 정향피의 추출물을 연구결과에 따른 적정 추출 조건에 

의해 식품에 첨가하여 단순하게 식품을 섭취함으로서 현대인이 노출되기 쉬운 내분비계 

장애물질의 대사를 억제할 수 있는 효과를 활용할 수 있을 것으로 생각된다. 그리고 이와 

같이 감초와 정향피의 유효물질 추출 기술과 그를 활용한 식품에서의 첨가로 감초와 정향

피의 표준화 연구가 이루어지면, 그냥 약재로만 사용되던 두 시료가 대량으로 생산할 수 

있게 됨으로서, 농가소득에 기여할 뿐만 아니라 국제적인 수출 촉진에도 활용될 수 있다. 

    또한 본 과제에서 연구한 사람의 유방암과 전립선암에서의 감초와 정향피 추출물 억

제기전은 이전 연구의 화학적 암예방 효과에서 한 단계 진행시킨 것으로서, 이 방법을 기

타 내분비계 관련 암을 비롯한 질병에 적용하면 특별한 약물의 투여가 아니라 평소에 섭

취하게 되는 식품을 사용한 치료가 되어 부작용이 거의 없는 약물로써 의약품화로의 활용

이 가능하다.  
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SUMMARY

( 문요약문)

Ⅰ. Title

    Development of functional foods using inhibitory 

substances against endocrine disrupters

Ⅱ. Goal and Importance of the research

   

  1. Goal of the research

   The inhibitory activities against endocrine disrupters were examined with the 

extracts prepared from natural products. The active fractions were purified from natural 

products and then their physicochemical and processing properties were investigated. 

And we researched meahnism of active fraction from human breast and prostate 

cancer. 

   Finally, the optimum conditions of addition to general food products like juice, tea 

bag-type green tea and instants lamyeon were determined and beverage products were 

developed using concentrate of active natural products.

  2. Importance of the research

   Endocrine disrupter is an exogenous chemical substance or misture that alters the 

structure or function of the endocrine system and causes adverse effects at the level of 

the organism, its progeny, populations, or subpopulations of organisms, based on 
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scientific principles, data, weight-of-evidence, and the precautionary principle. 

   Most attention is focused on ones which mimic the action of the sex hormone 

oestrogen, which are generated, for example, by breakdown products of PCBs and 

DDT. They are under suspicion of causing breast cancer, reducing sperm counts, 

causing early puberty in girls, reducing the intelligence of children, and of interfering 

with foetal development. A major problem with discovering the truth is that large 

doses of the disrupters have little effect, because the body detects them and brings 

defences to bear; the danger comes from minute quantities which slip through the bod

y s defences, quantities so small that they are hard to detect and even harder to 

experiment with.

   In this study, we reseached the natural products using inhibitory substances against 

endocrine disrupters and processed functional foods

Ⅲ. Research Contents and Scope

   1. Screening of the natural products using inhibitory             

        substances against endocrine disrupter

    (1) Collection of several natural products by referances

    (2) Examination of estrogenic activity of natuarl products by yeast assay

    (3) Examination of proliferation assay of natuarl products by MCF-7 cells

    (4) Selection of the natural products being estrogenic activity

    (5) Selection of the natural products being anti-proliferation ability in MCF-7 cells

    

   2. Purification and isolation of inhibitory substances against     

      endocrine disrupter 

    (1) Extraction and screening of inhibitory substances against endocrine disrupters   
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        from natural products

    (2) Purification and isolation of inhibitory substances against endocrine disrupters   

        and activity examinations of purified 

       fractions   Identification of lactic acid bacteria by using MIS

    (3) Development of adding method 

    (4) Decision of optimal the natural product fractions 

    

   3. Research of inhibitional mechanism and development of the    

       functional foods 

    (1) Research of inhibitional mechanism in human breast cells

    (2) Research of inhibitional mechanism in human prostate cells

    (3) Processing suitability of active natural products extracts 

    (4) Preparation of active fractions from natural products

    (5) Addition of active fractions or natural products extracts to general food         

        products 

    (6) Development of beverage products using inhibitory      

       substances against endocrine disrupters 

   

Ⅳ. Results and their applications

   1. Screening of the natural products using inhibitory             

       substances against endocrine disrupter

   The 80% ethanol extract were prepared from 150 of natural products like cereals, 

pulses, fruits, et.al. and their inhibitory activities against endocrine disrupters were 

examined. The result of recombinant yeast assay, Jwinuni kong, Gamcho, 

Gyeolmteongja, Chodugu, soybean, Jeonghyangpi, persimmon leaf, Hwanggi, small red 
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bean were showed estrogenic activities and Gamcho, Jeonghyangpi, chest nuts were 

showed androgenic activities.  Finally, Gamcho were ascertained most active natural 

products by MCF-7 proliferation assay and in vivo assay. 

   2. Purification and isolation of inhibitory substances against     

      endocrine disrupter 

   The most highest activity and extraction yield of Gamcho extracts were showed 

when extracted with 80% ethanol at 80℃ for 3∼6 hrs with refluxing apparatus.  The 

result of solvent fractionation with Gamcho extract, ethylacetate fraction was the 

highest active and the activities of polor fractions were relatively higher than non polar 

fraction.  Two active fractions were purified on Sephadex LH-20 and the eluted 

fraction with 80∼100% ethanol was active on adsorption chromatography using Diaion 

HP-20. The estrogenic activity of Gamcho extracts was decreased by heating at 121
o
C 

for 15min but not changed at 95℃ for 15∼30min.  The estrogenic activity of Gamcho 

extracts was decreased at acidic pH condition but not effected by concentration 

process. 

   3. Research of inhibitional mechanism and development of the    

      functional foods 

   

   (1) Research of inhibitional mechanism in human breast and prostate cancer cell 

   Gamcho inhibit cell proliferation in human breast cancer cell and human prostate 

cancer cell. Gamcho is a botanical, a shrub native to southern Europe and Asia, the 

roots of which have primarily desirable qualities such as sweetening and herbal 

medicine. By a cell proliferation assay, we demonstrated that Gamcho reduced the 

proliferation in a dose- and time-dependent manner in MCF-7 cells and PC-3 cells. 

The extracts were fractionated in CHCl3, EtOAc, Hexane, 80% EtOH and 70% MeOH, 
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and these fractionated extracts of Gamcho induced DNA fragmentation demonstrated by 

Hoechst 33258 staining. These results were associated with specific cleavage of PARP 

and regulation of anti-apoptotic protein Bcl-2 and pro-apoptotic protein Bax 

demonstrated by Western blotting.   

   (2) Development of the functional foods 

    The inhibitory activities against endocrine disrupters were examined with the 

extracts prepared from natural products. The active fractions were purified from natural 

products and then their physicochemical and processing properties were investigated.  

Finally, the optimum conditions of addition to general food products like juice, tea 

bag-type green tea and instants lamyeon were determined and beverage products were 

developed using concentrate of active natural products. 

   The Addition of Gamcho extract of 0.01∼0.02% was not effected on sensory 

properties of orange juice, tea bag type-green tea and instant Lamyeon.  For the 

development of Gamcho beverage products, kinds or optimum contents of Gamcho 

concentrate, sugars, organic acid, fruits concentrate. flavors, et. al. were determined and 

final products showed comparatively good sensory properties.
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절 1차년도 연구개발과제의 개요

1. 농산물 및 원료 농산물의 내분비계 장애물질에 대한 억제 물질의 추출 

(1) 대상 시료

   내분비 장애물질에 대한 억제물질을 검색하기 위한 천연물 시료는 주로 식품공전에서 

식품원료로 사용 가능한 것으로 등재된 것 또는 일상적으로 널리 식품으로 이용되는 식물

성 원료 및 그 가공제품 100여종이상을 선정하고 이들을 시중에서 구입하여 사용하 으며 

실험에 사용된 시료, 생산년도, 생산지, 및 형태 등은 Table 1에 정리하여 나타내었다.   

Table 1. 농산물 및 원료 농산물의 내분비계 장애물질에 대한 억제물질의 검색

1-1. 곡류(Cereals)

Korean name English name Production year & producer

현미 brown rice 1999년 하남, 가루형태

쌀 rice 1999년 경기포천 가산농업협동조합 

보리 barley 2001년 풍미(국내산), 가루형태

옥수수 corn 2001년 풍미(국내산), 가루형태

메 buckwheat 2000년 풍미(국내산), 가루형태

율무 job`s tears 1999년 충남서산, 가루형태

수수 sorghum 2001년 풍미(국내산). 가루형태



- 18 -

1-2. 두류(Pulses)

Korean name English name Production year & producer

대두 soybeans 2001년 풍미(국산), 날콩가루

적두 small red beans 2001년 풍미(국산), 가루

녹두 mungbeans 2001년 풍미(국산), 가루

강낭콩 kidney beans 2001년 국내산, 깐강낭콩

작두콩 horse beans 98년산. 충북진천

쥐눈이콩 Jwinuni kong 2000년 전북정읍, 가루형태
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1-3. 서류(감자류 및 전분식품류, Potatoes and starches)

Korean name English name Production year & producer

고구마 sweet potato 2001년 해남

감자 potato 2001년 강원
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1-4. 과실류(Fruits)

Korean name English name Production year & producer

사과 apple 2000년 경북, 홍로

배 pear 2000년 국내산

감귤 citrus 2000년 제주 하우스감귤

감 persimmon 2000년 제주

복숭아 peach 2000년 국내산, 백도

포도 grape 2000년 국내산, 켐벨

참다래 kiwi 칠레산

매실 Japanese apricot 2000년 국내산, 냉동매실

대추 jujube 2000년 국내산

모과 chinese quince 2000년 국내산

레몬 lemon 수입산
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1-5. 채소류(Vegetables)

Korean name English name Production year & producer

상추 lettuce 2001년 경기남양주와부농업협동조합

시금치 spinach 2001년 풍미(국내산). 가루

아욱 mallow 2001년 국내산

파 welsh onion 2001년 국내산, 대파

붉은무 red radish 2001년 국내산 

무 radish 2001년 용인유통, 무말랭이형태

당근 carrot 2000년 풍미(국내산), 가루형태

우엉 burdock 2001년 대구반야월산

미나리 water dropwort 2001년 국내산

신선초(명일엽) Myeongilyeop 2001년 국내산

브로콜리 broccoli 2001년 용인유통, 무말랭이형태

파슬리 parsley 2000년 풍미(국내산), 가루

케일 kale 2001년 대구반야월산

오이 cucumber 2001년 풍미(국내산). 동결건조

호박 pumpkin 2001년 풍미(국내산). 동결건조

양배추 cabbage 2001년 국내산

배추
korean chinese 

cabbage
2001년 대관령태백산

취나물 Chwinamul 2001년 국내산

고구마줄기 sweet potato ,stalks 2001년 용인유통, 무말랭이형태

토란줄기 taro, stalks 2000년 풍미(국내산), 가루

고사리 bracken 2001년 대구반야월산
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1-6. 향신료(condiment plants)

Korean name English name Production year & producer

후추 pepper powder 2002년 오뚜기(말레이시아 65％, 

인도네시아 35％). 가루형태

겨자
mustard 2002년 대상(캐나다산),가루형태

마늘 garlic 2002년 삼양(국내산). 가루형태

생강 ginger 2002년 삼양(미얀마산). 가루형태

고추 red pepper 2001년 사임당식품(국내산). 가루형태

계피 cinnamon 2000년 중국산
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1-7. 야생식물류(wild plants)

Korean name English name Production year & producer

쑥 mugwort 2001년 풍미(국내산), 가루형태

마 yam 2001년 풍미(국내산), 가루형태

도라지 Doraji 2001년 풍미(국내산), 가루형태

더덕 Deodeok 2001년 횡성
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1-8. 버섯류(Mushrooms)

Korean name English name Production year & producer

지 Yeongji 2001년 국내산

표고 Pyogo 2001년 풍미(국산), 가루형태

느타리 Neutari 2001년 국내산

양송이 Yangsongi 2001년 충남부여

새송이 Saeyangsongi 2001년 국내산
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1-9. 약용식물류(medicinal plants) 

Korean name English name Production year & producer

감초 Gamcho 2000년 중국산

당귀 Danggwi 2000년 국내산

산수유 Sansuyu 2000년 국내산

오미자 Omija 2000년 중국산

결명자 Gyeolmyeongja 2000년 중국산

둥굴레 Dunggulre 2000년 중국산

계지 Gyeji 2000년 중국산

몰약 Molyak 2000년 중국산

육두구 Yukdugu 2000년 중국산

정향피 Jeonghyangpi 2000년 중국산

죽엽 Jukyeop 2000년 중국산

초두구 Chodugu 2000년 중국산

감국 Gamguk 2000년 중국산

산조인 Sanjoin 2000년 중국산

지구자씨 Jiguja seed 2000년 중국산

오가피 Ogapi 2000년 중국산

진피(귤껍질) Jinpi 2000년 중국산

백모초(백모근) Baekmocho 2000년 중국산

박하 Bakha 2000년 중국산

음양곽 Eumyanggwak 20001년 정선농협
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길경 Gilgyeong 20001년 정선농협

홍화씨 Honghwa seed 2000년 중국산

황기 Hwanggi 2000년 중국산 

단삼 Dansam 2000년 중국산

구기자 Gugija 2000년 중국산

어성초 Eoseongcho 2000년 중국산

상엽 Sangyeop 2001년 국내산

상심자(오디) Sangsimja 2001년 중국산

구절초 Gujeolcho 2000년 중국산

희침 huichim 2000년 중국산

소엽 Soyeop 2000년 중국산

석창포 Seochangpo 2000년 중국산

향유 Hyangyu 2000년 중국산

편축 Pyeonchuk 2000년 중국산

세신 Sesin 2000년 중국산

목단 Moldan 2000년 중국산

초피 Chopi 2000년 중국산

석곡 Seokgok 2000년 중국산

측백잎 Cheukbaek leaves 2000년 중국산

방기 Banggi 2000년 중국산 
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1-10. 인삼 및 인삼가공제품(Ginseng and ginseng processed products)

Korean name English name Production year & producer

수삼 fresh ginseng 2000년 국내산

백삼 white ginseng 2000년 국내산

홍삼 red ginseng 2000년 한국담배인삼공사(국내산)
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1-11. 허브류(Herbs)

Korean name English name Production year & producer

베가몬트 bergamot 2000년 허브나라(국내산)

스피아민트 spiamint 2000년 허브나라(국내산)

캐트닙 catnip 2000년 허브나라(국내산)

라벤더 labender 2000년 허브나라(국내산)

로즈마리 rosemary 2000년 허브나라(국내산)

페파민트 peppermint 2000년 허브나라(국내산)

레몬밤 lemon balm 2000년 허브나라(국내산)

캐모마일 chamomile 2000년 허브나라(국내산)

세이지 sage 2000년 허브나라(국내산)

야로페파민트 yarrow peppermint 2000년 허브나라(국내산)

바실 basil 2000년 허브나라(국내산)

타임 thyme 2000년 허브나라(국내산)

마시멜로우 mashmallow 2000년 허브나라(국내산)

오레가노 oregano 2000년 허브나라(국내산)
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1-12. 차류(Tea products)

Korean name English name Production year & producer

녹차 green tea 2002년 충북진천

동규자차 Donggyuja tea 2001년 국제식품

치커리 chicory 2000년 풍미(국내산)

상엽차 muberry leaves tea 2002년 초당농산(국내산)

두충차 eucommia bark tea 2002년 화개농협(국내산)

솔잎 pine leaves 2001년 강원도 그리존농원
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1-13. 건강보조식품류(Health supplement food products)

Korean name English name Production year & producer

효모식품 Yeast products 2001년 내추럴하우스

화분가공 pollen processed food 2002년 금산농원

키토산 chitosan 2001년 덕키틴키토산

클로렐라 chlorella 2002년 세모

로얄젤리 royal jelly 2002년 세모

스쿠알렌 squalene 2002년 세모

알콕시 리세롤 alkoxy glycerol 2002년 세모

포도씨유 grape seed oil 2002년 이탈리아(코스타도르)

알로에 aloe foods 국내산

프로폴리스 propolis foods 국내산
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1-14. 견과류(Nuts and Seed)

Korean name English name Production year & producer

호두 walnuts 2001년 국내산

밤 chestnuts 2000년 풍미(국내산), 가루형태

호박씨 pumpkin seed 2001년 중국산

해바라기씨 sunflower seed 2001년 중국산
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1-15. 북한산 식품류(Foods from north korea)

Korean name English name Production year & producer

도토리 acorns 2000년 북한산

발효도토리 fermented acorns 2000년 북한산

가시오가피분말 Gasiogapi,powder 2000년 북한산

가시오가피농축액 Gasiogapi, ext. 2000년 북한산

오가피 Ogapi 2000년 북한산

당귀유 Danggyu oil 2000년 북한산

송침유 Songchim oil 2000년 북한산
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1-16. 중국산 차류(Chinese tea products) 

Korean name English name Production year & producer

본초청형차 1
Bonchocheonhyeong 

tea 1

2001년 중국 건조티백차(금은화, 오매, 

구기자, 국화)

본초청형차 2
Bonchocheonhyeong 

tea 2

2001년 중국 

건조티백차(산사,연밥중심, 구기자, 

항백국, 오동열매)
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(2) 환류냉각장치를 이용한 80% 메탄올 추출물 제조 

        

(3) 분석용 시료의 조제

    

가. 시약

   추출용 용매로 주로 이용된 에탄올의 경우 1급 시약(동양화학)을 주로 사용하 으며    

   estrogenic activity 측정시 zymolase는 Seikagaku, corp(Japan)사의 것을, 그밖에 배지 

및  z-buffer 제조를 위한 시약류는 Sigma 사(USA) 것을 이용하 다. 활성물질 정제를 위

한   Sephadex LH-20과 diaion HP-20, HP-20MG, Amberite XAD-4와 XAD-7 등의 수

지류는  Sigma사(USA)것을 사용하 으며 한외여과용 UF filter kit는 Satorius사

(Germany)의      Sartocon Micro(MWCO 5K)을 사용하 다. 그 밖의 시약류는 1급 또는 

특급시약을 사용하 다. 

나. 시료

   시료 약 5 g에 80% 에탄올 100 ㎖를 첨가하고 환류냉각장치를 이용하여 80℃에서 3시

간 동안 추출한 후 여과지(Whatman No 2)로 여과한 다음 감압농축하여 농축물을 제조하

거나 농축물을 동결건조하 다.  동결건조된 시료를 100 ㎎/㎖ 농도로 증류수에 녹인 후 

10000×g 에서 5분간 원심분리하여 얻은 상등액을  내분비 장애물질에 대한 억제효과를 

검색하기 위한 시료로 사용하 다.
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2. In vitro방법에 의한 내분비계 장애물질에 대한 억제효과 탐색

(1) 유전자 재조합 Yeast를 이용한 식품의 유효활성 성분 검색

가. Recombinant yeasts

   Saccharomyces cerevisiae ER+ LYS 8127(YER), S. cerevisiae AR+ 8320(YAR)은 미

국 CIIT(Chemical Industry Institute of Toxicology, USA)의 Kevin W. Gaido박사에게 공

여받았다. 이 효모는 각각 CUP1 metallothionine promoter와 hER, hAR 유전자를 포함하

는 vector와 reporter system으로 estrogen/androgen response element, β-gal 유전자를 

안정적으로 발현한다. S. cerevisiae ER+ LYS 8217은 3.35g/㎖ yeast nitrogen base 

(Difco, USA), 2% dextrose (Gibco, USA), 30㎍/㎖ L-lysine-HCl(Sigma, USA), 35㎍/㎖ 

L-histidine-HCl(Gibco, USA)를 포함하는 growth media에서 유지하 으며, S. cerevisiae 

AR+ 8320은  3.35g/㎖ yeast nitrogen base (Difco, USA), 2% dextrose (Gibco, USA), 30

㎍/㎖ L-lysine-HCl(Sigma, USA), 35㎍/㎖ L-histidine-HCl(Gibco, USA), 40㎍/㎖ 

L-tryptophan(Sigma, USA), 40㎍/㎖ adenine sulfate(Gibco, USA)를 포함하는 media에서 

유지하 다. 각 효모는 각각의 growth media에 20% glycerol(Sigma, USA)를 첨가하여 

-80℃이하에서 보존한다.

나. Estrogenicity and androgenity assay

   각 yeast를 growth media에 넣은 후 shaking incubator(200rpm)에서 증식시킨다. 각 

yeast를 media에 적정 희석한 후 500μM의 CuSO4(Sigma, USA)를 첨가한 후 50㎖ 

cornical tube에 적정량을 분주한 후 YER와 YAR에는 각각 물질을 0.1%로 처치하 으며 

용매대조군으로 dimethyl sulfoxide(Sigma, USA)를 사용한다. 18시간 shaking incubator 

(200rpm)에서 배양후 각 tube의 배양액을 동일한 농도로 희석한 후 96 well microtiter 

plate(Nunc,  Netherlands)에 100㎕씩 분주한 다. 각 well에 2㎎/㎖ o-nitrophenyl-β

-D-galactopyranoside (Sigma, USA), 0.1% lauryl sulfate (Sigma, USA), 50mM β

-mercaptoethanol (BDH chemical LTD, England), 200U/㎖ oxalyticase (Enzogenetics, 

USA)를 포함하는 Z buffer를 100㎕씩 분주하고 20분후 발색정도를 microplate reader의 

420nm와 590nm를 이용하여 측정한다.



- 36 -

(2) MCF-7 유방암세포를 이용한 식품의 유효활성 성분 검색

   지름 10cm dish에 80%이상 꽉찬 세포를 배지 (MEM)를 제거하고 새로운 배지 일정량

을 가해 주어 3-5개의 dish를 한 군으로 하여 다음과 같이 여러 물질을 투여한다. 대조군

은 ethanol 또는 DMSO를 투여하고, estradiol 과 기타화학물질은 DMSO 또는 ethanol에 

녹여 투여한다.   이런 다양한 물질을 투여한 후 5일간 배양후 coulter counter를 이용하여 

세포 수를 측정한다.   Estradiol의 농도를 0.1nM에서 0.1uM까지 증가시켰을 때 농도 의존

적으로 세포수는 대조군에 비하여 126%정도의 세포증식 효과를 관찰한다.  

이는 pH 지시액으로 배지에 넣어 사용하는 phenol red가 estrogen처럼 작용함으로써 

MEM에서 배양한 MCF-7 세포의 증식은 Estradiol에 대하여 민감하게 반응하지 않음을 

알 수 있다.   Phenol red free MEM에서 배양된 MCF-7 세포는 phenol red포함한 배지에

서 배양된 세포보다  doubling time은 길지만 Estradiol의 농도를 10 nM에서 0.1 uM까지 

증가시켰을 때 농도 의존적으로 세포수는 증가하여 대조군에 비하여 12배 정도의 세포증

식 효과를 관찰한다. 한편, 식품의 유효활성 성분을 확인하기 위해서 위에서 기술한 방법

에 식품의 유효성분을 첨가하여 세포 증식억제등을 확인하여 식품의 유효활성성분을 확인

한다.
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제 2절 2차년도 연구개발과제의 개요

1. 유효물질의 분리 및 정제

(1) 대상 : 1차년도에서 활성이 입증된 2∼3종

(2) 적정 추출조건 검토

가. 추출용매에 따른 추출수율 및 활성

   일정량의 시료를 취하여 추출용기에 옮긴 후 추출용매를 0, 20, 40, 60, 80 및 100% 에

탄올 용액으로 달리하여 시료중량의 20배 되게 첨가하고 환류냉각장치를 이용하여 3시간

동안 추출하 으며 각 추출물은 여과한 후 감압농축하여 에탄올을 제거하고 증류수를 이

용하여 일정량으로 적용한 후 고형물량, brix 및 활성 측정을 위한 시료로 사용하 다.  

나. 추출방법 및 추출시간별 추출수율 비교 

   일정량의 시료를 취하여 추출용기에 옮긴 후 추출용매로 80% 에탄올 용액을 시료중량

의 20배 되게 첨가하고 환류냉각장치를 이용하여 추출하거나 상온에서 교반기를 이용하여 

추출하면서 추출시간에 따른 추출수율을 비교하 다. 

다. 가용성고형물량(Brix) 및 고형물 함량 측정

   시료용액의 brix(가용성 고형물량)는 상온에서 디지털 당도계(ATAGO, USA)를 이용하

여 측정하 으며 고형물량의 경우 시료 5∼10 ㎖를 정확하게 취한 후 증발접시에 옮기고 

중탕으로 가열처리하여 수분을 제거한 후 105℃ 건조기에 옮겨 1시간동안 완전히 수분을 

제거하 다.  이후 증발접시중에 남은 잔사량을 계산하여 시료용액중의 고형물 함량으로 

나타내었다. 



- 38 -

(2) 용매 분획법에 의한 정제

   시료 추출물중의 활성물질을 극성별로 분획하기 위한 용매분획법은 다음과 같은 방법

으로 수행하 다.  

Sample 100 g + MeOH 2000 ㎖

   ↓  Extraction at 80℃ for 3hr

Filtration on filter paper(Whatman No 2)

   ↓

Filtrate(1st) ＋  Residue 

｜                 ↓ Addtion of MeOH 500 ㎖ and Extraction at 80℃ for 3hr

｜  Filtration on filter paper(Whatman No 2)

｜                 ↓

｜     Filtrate(2nd) ＋  Residue 

 ――――→ ↓

   Concentration of 1st and 2nd filtrate

            ↓       

  Dissolving of concentrate with 100 ㎖ of 10% MeOH

            ↓← Addition of Hexane 100 ㎖

  Hexane Fr. + D.W. Fr. 

 ↓← Addition of 100㎖ of chloroform 

     Chloroform Fr. + D.W. Fr. 

                 ↓ ← Addition of 100㎖ of ethyl acetate 

Ethyl acetate Fr. + D.W. Fr.

↓ ← Addition of 100㎖ of Butanol

                              Butanol Fr.+ D.W. Fr.

(3) Gel filtration을 이용한 정제

   Sephasex LH-20 수지를 80% 에탄올에 현탁시킨 후 컬럼에 50㎖ 정도 충진한 후 동일

용매에 녹인 추출물 시료를 2㎖를 주입하고 동일용매로 용출시켰다.  용출액은 10㎖ 씩 분

획하 으며 이를 estrogenic activity 측정을 위한 시료로 사용하 다.  

(4) 흡착크로마토그라피를 이용한 정제

   흡착크로마토그라피용 수지로 Diaion HP-20과 Amberite XAD-4를 선정하고 이를 각각 

메탄올과 80% 에탄올로 순차적으로 세척한 후 증류수에 현탁시켜 컬럼에 충진하 다.  증

류수를 이용하여 10oBx 수준으로 희석한 감초추출, 농축물을 주입한 후 증류수로 흡착되지 
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않은 물질들을 세척하 다.  이후 에탄올 함량이 다른 용매를 이용하여 순차적으로 용출시

킨 후 증류수 세척액 및 각 용출액 중의 고형물량 및 estrogenic activity를 측정하 다.    

 

(5) 한외여과(Ultrafiltration)를 이용한 정제

   한외여과 장치(MWCO 5000)를 이용하여 분자량에 따른 분획을 조제하고 분자량 5000

이상과 이하 분획의 수율 및 estrogenic activity를 각각 측정하 다.

 

2. Dioxin 유전자가 도입된 HepG2 cell line을 이용한 유효물질의 활성확인

(1) Cell culture maintenance and growth

   HepG2 human hepatoma cell은 5% dextran-coated charcoal-stripped FBS(fetal 

bovine serum)을 공급한 minimum essential medium Eagle (Sigma)에서 배양한다. (단, 

어떠한 항생제도 첨가하지 않는다.)

(2) Transient transfection assays 

   HepG2 cell을 phenol red가 없고 5% dextran-coated charcoal-stripped FBS(fetal 

bovine serum)을 공급한 minimum essential medium Eagle (Sigma)에 5.0 X 10
4
/well의 

도로 24well plate에 seeding한다. Cells를 37℃, 5% CO2상태의 incubator안에서 24시간 

incubation시킨다. 그런 다음, 1.0μg C3-LUC, 0.5μg dioxin 유전자와 함께 Superfect 

procedure (Qiagen)를 이용하여 5시간동안 transfection시킨다. Transfection된 cells를 

phosphate buffered saline을 가지고 세척한 후, dioxin의 활성을 억제할 수 있을 것으로 사

료되는 유효물질을  신선한 배지에 첨가하여 처치한다. 24시간 후, Reporter Lysis Buffer 

(Promega)로 cells를 융해시킨 후, 융해된 cell debris를 가지고 dual luciferase reporter 

assay system (Promega)을 이용하여 dioxin과 관련된 활성을 측정한다. 
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3. Uterotrophic assay를 이용한 유효물질의 내분비장애물질 억제효과 확인

 

(1) 실험동물

- Sprague-Dawley rat(생후 18일의 immature rat or 8주령의 난소적출 rat이용)

- AIN-76A diet

(2) 실험방법

   실험동물로는 생후 18일의 immature rat을 사용한다. 만약 8 주령의 rat을 사용할 경우

에는 난소적출술을 실시한다. 실험동물이 준비되면 3일 동안 Bisphenol A와 유효물질을 피

하경로로 동시 처치한 후, 마지막 투여일로부터 24시간 후에 체중을 측정한 후에 경추 탈

골한다. 부검 시, 자궁에 있는 액체나, 지방을 깨끗이 분리한 다음, 무게를 측정하고, 10 % 

포르말린에 고정한 다음 통상적인 방법을 거쳐 조직표본을 작성하고 병리조직학적검사를 

실시한다. 특히, 현미경을 통해 luminal epithelium의 높이를 측정하고, 질상피세포에 대해 

주의깊게 관찰한다.

(3) 통계학적 방법

   시험 중 측정된 시험동물의 체중 등에 관한 자료의 통계학적 분석을 위하여 one-way 

ANOVA를 실시하여 p=0.05 수준에서 군간 유의성을 검정하 고 유의성이 인정되면, 

Dunnett's t-test를 실행하여 대조군과 시험군간의 통계학적 유의성을 검정한다 (p<0.05).

조직병리학적 검사를 위한 자궁 및 질의 절개 위치
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4. 정제단계별 내분비계장애물질 억제효과 확인

(1) MCF-7 proliferation Assay

   5% fatal bovine serum(FBS)과 3ml/l 의 PSN antibiotic mixture가 첨가된 phenol  

red-free D-media를 공급한 MCF-7cell을 5% CO2, 95% air, 100% humidity, 37℃가 유지

되는 incubator에서 배양하 다. 시험에 사용되는 cells (5*104/ml)는 6-well culture plate에

서 plate 시키고 24시간동안 attach시킨 후  phenol red-free D-media배지에서 24시간 

incubation한다. 24시간 후 medium을 제거하고 모든 compounds는 5% dextran-coated 

charcoal-stripped FBS(DCC_FBS ;Hyclone, USA)와 3ml PSN antibiotic mixture(test 

media)/1L Medium에 희석하여 공급한 배지에서 37℃, 3일동안 incubation한다. 그 기간동

안 test medium은 한번 교체해주고 수거한 cell은 spectrophotometer OD260nm에서 DNA 

content를 측정한다

(2) Recombinant Yeast Assay

   각 yeast를 growth media에 넣은 후 shaking incubator(200rpm)에서 증식시킨다. 각 

yeast를 media에 적정 희석한 후 500μM의 CuSO4(Sigma, USA)를 첨가한 후 50㎖ 튜브

에 적정량을 분주한 후 YER와 YAR에는 각각 물질을 0.1%로 처치하 으며 용매대조군으

로 dimethyl sulfoxide(Sigma, USA)를 사용한다. 18시간 shaking incubator (200rpm)에서 

배양후 각 tube의 배양액을 동일한 농도로 희석한 후 96 well microtiter plate(Nunc, 

Netherlands)에 100㎕씩 분주한 다. 각 well에 2㎎/㎖ o- nitrophenyl-β

-D-galactopyranoside (Sigma, USA), 0.1% lauryl sulfate (Sigma, USA), 50mM β

-mercaptoethanol (BDH chemical LTD, England), 200U/㎖ oxalyticase (Enzogenetics, 

USA)를 포함하는 Z buffer를 100㎕씩 분주하고 20분 후 발색정도를 microplate reader의 

420nm와 590nm를 이용하여 측정한다. 모든 data는 통계프로그램인 SAS를 이용하여 

ANOVA분석 후 Dunnett't test를 유의수준 P<0.05에서 분석한다.
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5. 유효물질 추출물의 가공 특성 구명 

(1) pH 안정성 검토

   추출물중의 pH를 citrate buffer 또는 glycine-NaOH buffer를이용하여 각각 3.0, 6.0. 9.0 

으로 조정한 후 4℃에서 24시간 정도 방치한 후 estrogenic activity 변화를 살펴보았다. 

 

(2) 열안정성 검토

   천연물소재 추출, 농축물을 증류수로 5∼10
o
Bx 되게 희석한 후95℃에서 15분, 30분 가

열처리하거나 121℃에서 15분간 가압살균 처리한 후 estrogenic activity 변화를 보았다. 

(3) 농축정도에 따른 활성 변화 측정

   천연물소재 추출물을 각각 10, 30, 60
o
Bx 되게 농축한 후 농축단계별 estrogenic 

activity 변화를 -18℃, 4℃, 20℃에 저장시 저장기간에 따라 살펴보았다.   
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제 3절 3차년도 연구개발과제의 개요

1. 유효물질의 작용기작 규명

(1) 유방암과 전립선암의 성장 억제 기작 규명

   MCF-7 유방암세포와 PC-3 전립선암세포를 이용한 식품의 유효활성 성분 검색 2차년

도에서 검색된 감초와 정향피 등을 비롯한 유효물질을 MCF-7 유방암 세포에 가장 유효한 

시간동안 처치한 후 수거하여 유방암 억제를 위한 여러 가지 실험에 사용하며 MCF-7 유

방암 세포는 2차년도와 마찬가지로 5% fetal bovine serum(FBS)을 공급한 D-media에서 

배양한다.

(2) 유효물질에 의한 세포사과정의 관찰 

   세포의 사멸 형태 중 가장 빈번히 발생하는 핵의 손상과 사멸을 알아보기 위한 방법으

로서 대표적인 Hoechst 33258 staining과 Cell cycle analysis를 실시하여 세포사멸을 관찰

한다. 

가. Hoechst 33258 stainging 

   유효물질을 처치한 MCF-7 유방암세포와 PC-3 전립선암세포에 PBS로 3회 세척하고 

4% formaldefyde(formalin)에 20분간 고정한다. PBS로 3회 세척 후 Hoechst 33258 용액을 

1 ug/ml이 되도록 처치한후 15분간 incubation 시킨다. 다음 PBS로 2회 세척하고 형광 현

미경 UV filter로 DNA fragmentation을 관찰한다. 

    

나. Cell cycle analysis 

   DNA ladder assay와 같이 세포 사멸의 정도를 관찰할 수 있고 더해서 세포주기의 

arrest 또한 관찰이 가능한 FACScan cell cycle analysis 시험법을 DNA ladder assay 대

신에 수행하 다. 유효물질을 처치한 MCF-7 유방암 세포와 PC-3 전립선암 세포에 PBS

로 2회 세척하고 Trypsin처리하여 세포를 수거한 다음, ice-cold PBS를 이용하여 2회 세

척해준 후 70% ethanol로 -20℃에서 30분 이상 고정시킨다. 고정된 세포들은 다시 

ice-cold PBS로 세척해주고, 50ug/ml의 propidium iodide를 100ug/ml의 RNase A와 함께 

30분 동안 incubation시킨다. FACSCalibur를 이용하여 세포주기를 측정하여 세포사멸과 
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세포주기의 arrest 여부를 확인한다.

   

(3) 세포주기관련 유전자와 세포내 신호전달경로 규명 

   세포사멸에 대한 종양억제 단백질인 p53 단백질과 세포내 항산화 단백질인 Bcl-2의 변

화를 관찰한다. 또한 세포사멸에 의해 cytochrome C가 핵에서 세포질로 방출되고 이렇게 

방출된 cytochrome C에 의해 caspase-3이 활성화된다는 사실을 Western blotting을 통하

여 관찰한다. 또한 gap junction 단백질은 인산화 단백질이므로 connexin 43 단백질처럼 

본 방법에 의해 각기 인산화 정도의 차이에 따른 band의 변화 등을 관찰한다. Signal 

transduction과 관련한 MPAK kinase, PI3K등의 경로와 관련한 단백질 발현을 확인하며, 

세포주기와 관련한 cyclin D등의 단백질의 변화를 알아본다. 

- Whole protein extract and Western blotting

   배양한 세포를 군에 따라 물질 처치를 실시하고 1mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride(PMSF), 1uM leupetin, 1uM antipain, 0.1 uM sodium orthovanadate, 5mM 

sodium fluoride이 포함된 20% SDS를 이용하여 10초씩 6번 sonication을 실시하고 DC 

protein kit(Bio-Rad)를 이용하여 단백질을 정량한다. 단백질을 12.5% SDS polyacrylamide 

gels에 200V에서 1시간동안 분리하고 100V, 350mA에서 PVDF membranes에 1시간동안 

transfer 시킨다. 이 membrane은 5% dried skim milk가 포함된 T-PBS를 이용하여 

washing한다. primary antibody와 secondary antibody를 1시간동안 차례로 incubation하고 

각 단계마다 T-PBS를 이용하여 4회씩 washing 해준다. 또한 ECL chemiluminiscenct 

detection reagent를 이용하여 detection하고 membrane은 X-ray film에 15초에서 1분간 상

태에 따라 노출시킨다. 

2. 유효물질 추출물의 중간소재화

- 농축된 액상 중간소재 제조공정 확립

- 동결건조 등을 통한 분말소재 제조공정 확립

- Tablet 형태의 제제화 시험을 통한 중간소재화

3. 환경호르몬 억제효과가 강화된 기능성 식품 개발

- 기존 가공식품류에 첨가효과 검토

  : 대상가공식품 : 차류, 과실주스류, 기능성 음료 제품
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- 활성물질 첨가량에 따른 관능적 품질 변화 검토

- 살균처리 전후의 활성변화 검토  

  

4. 유효물질 추출물의 중간소재화

- 농축된 액상 중간소재 제조공정 확립

- 동결건조 등을 통한 분말소재 제조공정 확립

- Tablet 형태의 제제화 시험을 통한 중간소재화

5. 내분비 장애물질에 대한 억제효과가 강화된 기능성 식품 개발

- 기존 가공식품류에 첨가효과 검토

  : 대상가공식품 : 차류, 과실주스류, 기능성 음료 제품

- 활성물질 첨가량에 따른 관능적 품질 변화 검토

- 살균처리 전후의 활성변화 검토

6. 새로운 형태의 기능성 음료제품 개발 

- 활성물질의 첨가량에 따른 관능적 품질 변화 검토

- 당류, 산미료, 향등의 적정 첨가량 결정

- 포장 형태 및 포장형태에 따른 살균 공정 확립

- 살균전후의 이화학적 특성 및 미생물 검토

- 살균처리 전후의 활성물질 변화 검토 
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

  

제 1절 국내․외 관련분야에 대한 기술개발현황

   미국국립연구평의회 및 국립과학아카데미(National Research Council/National 

Academy of Science)는 환경 중의 호르몬 관련 독성 물질에 관한 위원회에서 문헌을 검토

하고 연구의 필요성을 제시하며 권고 사항을 정리, 그밖에 국립과학기술평의회(National 

Science and Technology Council)의 환경 및 자연자원 위원회의 내분비계 장애물질 연구 

분과에서 연방 정부의 연구 활동을 총 정리하여 인터넷 데이터베이스를 만들고 1996년 11

월에는 학계, 산업계, 공공 대표자들 등이 참여하는 워크샵을 조직하 다. 미국의 민간 업

계에서는 화학 산업 독성학 연구소(Chemical Industry Institute of Toxicology)와 듀퐁

(DuPont)에서 각각 150만불, 250만불을 연구비로 조성하여 내분비 독성학을 연구하고 있

다.

   유럽 연합에서는 1996년 12월 런던에 모여 유럽의 과학자들 200 여명이 참여하는 유럽 

내분비계 장애물질 연구단(European Endocrine Disrupters Research Inventory)을 조직하

고 민간 기구로는 유럽화학산업연합(European Chemical Industry Association)이 9 백

만∼1 천 2 백만 불을 3년간의 기초 연구를 위해 사용하고, 유럽 과학재단과 함께 향후 3

년간 남성 생식 보건의 문제 여부를 결정하 다. 

   일본 과학 기술청은 환경청, 후생청과 공동으로 1998년부터 내분비계 장애 물질에 관한 

종합적인 연구를 시작하기로 한다. 일본 정부는 약 7억∼8억엔의 연구비를 투입, 생물에 

대한 향을 측정하는 방법을 개발하고 위험 물질이 환경에 확산되지 않도록 규제 할 수 

있는 근거 자료를 마련할 방침. 이 연구에는 국립연구기관, 대학, 민간 연구소가 합동으로 

참여하는데 (1) 환경 호르몬의 계측법과 생물에 미치는 농도 평가 방법의 개발, (2) 체내에

서 이상을 일으키는 기전의 해명, (3) 야생 생물에 대한 향과 인간의 정자 감소 실태 등 

3 항목에 걸쳐 이루어진다. 일본 NEDO (The New Energy and Industrial Technology 

Development Organization)의 좌고맹 주임연구원 그룹은 강한 독성을 갖고, 내분비계 장애

물질로서의 오염이 문제시되고 있는 다이옥신류를 거의 완전히 분해, 제거하는 기술이 실

용화 단계에 이르 는데, 고온, 고압하의 "초임계수"를 사용하는 하이테크기술을 응용한 것

이다. 다이옥신류는 자연계에서는 대단히 분해가 어렵고 먹이사슬에 의해 최후에는 인체에 

고농도로 축적된다. 좌고맹 연구그룹은 400℃, 300기압의 "초임계수"와 압축공기를 혼합한 
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것에 이 소각로의 재를 반응시켜 실험실 단계에서는 97.4%의 다이옥신류를 약 30분이라는 

단시간에 분해하는 것에 성공했다. 현재 다이옥신의 제거기술은 고온의 가스로 완전 연소

시키는 방법과 자외선을 조사하여 분해하는 방법이 개발되어 있다. 단, 두 가지 방법 모두 

장치가 고가이거나 완전분해에 장시간이 걸리는 장단점이 있다. 그러나, 초임계수를 사용

한 방법은 단시간에 분해할 수 있고 다른 장치에 비해 소형이며 저가이일 뿐 아니라 환경

에 악 향을 주는 물질을 사용하지 않는 등의 잇점이 있다. 더욱이 압축공기 대신에 과산

화수소를 사용하면 분해율이 99.7%까지 올라가는 것도 알게 되어, 현시점에서는 가장 유망

한 기술이라고 할 수 있다.   

   위와 같이 70년대 초부터 선진 각국마다 국민들 고유의 체질, 식생활, 연령별, 성별에 

따른 따라 병원연구소, 의과대학 및 관련 의료산업계를 중심으로 내분비계 장애물질의 프

로필을 설정하기 시작하여 동 분야에 대한 연구는 안정화 단계에 이미 들어가 실제 임상

에 적용하여 성공적으로 응용하고 있는 상황이며 이러한 데이터를 바탕으로 다성분 

screening이 가능한 진단 marker의 개발에도 관련의료산업계에서 심혈을 기울여 본 연구

기술을 사용하고 있고 실제 암 및 종양 등의 내분비질환의 진단, 치료에 있어서도 반드시 

필요한 기술로 인식되어 실용화되고 있다.

   국내에서는 환경부, 노동부, 식품의약품안전청, 농촌진흥청, 등 내분비계 장애물질 유관

기관들은 올해 「내분비계 장애물질 대책협의회」를 열고 올해 내분비계 장애물질 실태조

사 및 연구사업에 모두 25억원의 예산을 투입하기로 확정하고, 현재 환경부에서는 상반기

중 전국의 토양․수질․대기 등의 내분비계 장애물질 잔류 실태조사를 실시할 예정이어서 

정부차원의 내분비계 장애물질 대응작업이 본격화되고 있다. 식약청의 내분비계 장애물질 

조사대상에는 쇠고기와 닭고기, 어패류 등 각종 식품의 중금속 뿐 아니라 링거팩 내의 가

소제, 수입한약재의 농약, 표백제도 포함되어 있다. 하지만 이러한 물질들은 강한 독성을 

가지고 있으면서 식품중에서 매우 극미량으로 존재할 뿐 아니라 복잡한 전처리 과정과 고

가의 장비 및 숙련된 기술 부족으로 연수 수행에 상당한 어려움이 따를 것으로 예상된다.  
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제 2절 연구결과가 국내․외 기술개발현황에서 차지하는 위치

   현재 의학계 또는 관련학계에서 연구되거나 시험되고 있는 본 대상 물질들의 미량 분

석 기술에 대한 연구는 전무하며, 일부 외국의 특정 연구자들에 의해 시도되고 있으나 실

제 동양인의 경우에 전반적인 데이터는 전혀 없고 또한 임상적으로 적용한 경우는 전무하

다. 향후 임상연구에 있어서도, 미지의 알려지지 않은 수많은 질병들의 확인 및 병인에 대

한 지속적인 연구를 수행하여 국내의료진과의 공동연구를 통해 각종 질환에 적용함으로써 

진단 효율의 향상과 더불어 치료 및 예방에 확대 실시되어야 하는 실정이다. 생체내에서의 

내분비계 장애물질의 검정 및 그에 대한 독성실험과 빠른 분석법에 대한 풍부한 경험이 

조속한 내분비계 장애물질의 검정시험기술의 정착을 위해 선결되어야 할 것으로 판단된다. 

이러한 국내외의 광범위한 연구에도 불구하고 이들 물질을 식품을 통하여 방어해 보려는 

연구는 거의 없는 실정이다.

   미국의 경우 의료보험을 통해 년간 공식적으로 지불되는 전체 의료수가와 같은 수준으

로 기능성 식품에 미국인들이 투자하는 것으로 미국의 FDA는 보고하고 있다. 따라서 미국

FDA의 경우 기능성식품에 관한 연구에 엄첨난 예산을 투입할 예정이다. 21세기는 암, 당

뇨병, 환경오염에 의한 피해에 의한 난치병 및 성인병을 고치기 위해 대체의학으로서 식품 

등으로부터 유효성분에 대한 연구가 전세계적으로 붐을 이루고 있는 실정이다. 따라서 본 

연구를 통하여 기능성 식품에 대한 전세계적인 필요와 상품에 대한 시장은 과히 상상을 

초월하는 수준일 것으로 예상된다.

   따라서 이번 과제를 통해 개발된 추출방법과 조건을 통해 감초와 정향피의 기능성 식

품을 개발한다면 내분비계에 관련된 여러 난치병과 성인병을 치료하는 목적으로 사용할 

수 있을 뿐만 아니라 이러한 식품을 통해 사전에 예방할 수 있는 프로그램을 만들어 활용

할 수 있을 것이다. 더하여 이러한 추출물을 계속하여 정제하는 과정을 거쳐 주요 유효활

성을 가진 단일 물질을 타블렛화 시켜 기능성 보조식품 또는 의약품으로 상업화한다면 많

은 수요가 있을 것이라고 예상된다. 
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1절 국내 농산물 및 가공식품으로부터 내분비계 장애물질 

저해 활성물질을 탐색

<제 1세부과제>

유전자재조합 Yeast를 이용한 내분비장애물질 억제효과 탐색

1. 반응을 나타낸 자연물질 명칭

 

  감초 (Glycyrrhiza uralensis)

  약콩

  결명자 (Cassia obtusifolia)

  초두구 

  대두 (Glycine max)

  팥 (Phaseolus angularis)

  정향피 (Eugenia caryophyllata)

  밤 (Castanea crenata)

  감잎 (Diospyros kaki)

  동규자잎 (Malva verticillata)

  황기 (Astragalus membranaceus)
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2. Estrogenicity test

   Recombinant yeast assay에서 시험물질을 1㎎/㎖, 100㎍/㎖로 처치한 결과 양성대조물

질로 사용된 17β-Estradiol(E2)과 testosterone(T)과 비교하여 볼 때 유의적인 차이를 나

타내었다. 양성대조물질인 17β-Estradiol(E2)와 비교하여 보았을 때 약콩, 감초, 결명자, 

초두구, 대두, 정향피, 감잎, 동규자잎, 황기 그리고 팥에서 높은 Estrogenicity가 관찰되었

다. 한편 양성대조물질인 testosterone(T)과 비교하여 보았을 때 감초, 정향피 그리고 밤에

서 비교적 높은 androgenicity가 관찰되었다. 감초와 정향피의 경우 높은 Estrogenicity와 

androgenicity를 나타내었으며 이 중 감초는 한 단계 낮은 농도인 100㎍/㎖에서 더 높은 

Estrogenicity를 나타내었다 .
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<제 2세부과제>

MCF-7 세포를 이용한 내분비장애물질 억제 활성물질 탐색 

1. 반응을 나타낸 자연물질 명칭

 

현미, 보리, 옥수수, 메 , 흑미, 대두, 고구마, 감초, 당귀, 오미자, 정향피, 

죽엽, 초두구, 오가피, 백모근, 지구자씨, 홍화씨

   단독 처치한 감초, 당귀, 죽엽, 오미자의 경우 단독 처치하거나 BPA와 함께 처치하 을 

때 세포의 증식수준은 non-treated수준보다 훨씬 적은치를 나타내었다. 또한 정향피, 초두

구, 오가피의 경우 최고농도 1mg/ml에서는 세포의 증식이 억제되지 않았으나 그 아래 농

도인 100 ug/ml에서 세포의 증식이 감소되고 또한 BPA와 함께 처치하 을 때 감소하는 

경향을 나타내었다. 반대로 백모근의 경우 단독처치군에서는 향이 나타나지 않았으나 

BPA와 함께 처치하 을 때 세포의 증식을 억제하는 경향을 나타내었다. 오가피, 지구자씨, 

홍화씨, 현미, 보리, 옥수수, 메 , 수수, 흑미의 경우 최고농도에서 억제하는 결과가 나타났

으나 100 ug/ml이나 BPA와 함께 처치하 을 때 BPA단독 처치군과 별다른 차이를 보이지 

않았다.
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<협동과제>

농산물 및 원료 농산물의 내분비계 장애물질에 대한 억제 물질의 추출 

1. 대상 시료의 선정

   내분비계 장애물질에 대한 억제물질을 추출하기 위한 시료로 현미 등 곡류 8종, 대두 

등 두류 7종, 고구마와 감자와 같은 서류 2종, 사과 등 과실류 8종, 상추등 채소류 21종, 후

추등 향신료 7종, 쑥 등 야생식품류 4종, 지 등 버섯류 5종, 매실 등 약용작물류 29종, 베

가모트등 허브류 14종, 녹차 등 차류 6종, 수삼 등 인삼류 3종, 효모식품 등 11종, 호도 등 

견과류 4종, 북한산 도토리 등 북한산 식품 또는 가공제품 8종 등 총 137 종의 농산물 또

는 그 가공식품류를 선정하 다.  

   특히 이중에서 생약류의 경우 현재 식품공전상 식품원료로 수재되어 있거나 식품의약

품안정청장이 안정하다고 확정한 생약류를 주로 대상으로 하 다.

2. 에탄올 추출물 제조

   시료 5g 가량을 정확히 칭량하여 추출용기에 옮기고 80% 에탄올 100㎖을 첨가한 후 

환류 냉각장치를 이용하여 80℃에서 180분 추출하 다.  각 시료의 에탄올 추출물은 여과

지(whatman # 2)상에서 여과한 후 감압농축하여 에탄올을 제거하고 동결 건조하여 제조하

으며 초기 시료무게를 기준으로 추출수율 계산하 다.

그 결과 각 시료의 건물 기준으로 살펴본 추출수율은 곡류는 1.48∼8.01%, 두류는 8.83∼

17.25%, 서류는 8.06∼14.63%, 과실류는 41.19∼73.22%, 채소류는 4.26∼69.07%, 향신료는 

15.54∼34.40%, 야생식품류는 7.36∼50.93%, 버섯류는 5.59∼65.42, 약용식물류는 2.46∼

69.17%, 허브류는 14.65∼26.66%, 차류는 14.04∼52.40%, 인삼 및 그 가공제품류는 16.65∼

41.19%, 14.77∼60.65%, 견과류는 13.61∼32.04%, 북한산 식품 및 그 가공제품류는 3.76∼

48.37%의 수율을 나타내어 동일한 종류내에서도 시료의 종류의 따라 수율에 있어 큰 차이

를 나타내었다.     

3. 분석시료의 조제

   동결건조된 에탄올 추출물을 각각 100㎎씩 정확히 칭량한 후 1㎖의 에탄올에 녹이고 

10,000×g에서 5분간 원심분리한 후 상징액을 취하여 이를 내분비계 장애물질에 대한 억제 

물질 검색을 위한 시료로 사용하 다.
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제 2절 내분비계 장애물질의 억제물질의 분리, 정제 및 식품

소재화

<주관연구기관-1>

다이옥신 유전자가 도입된 HepG2 cell line을 이용한 유효물질의 활성확인

   다이옥신 유전자를 도입한 사람 간종양세포(HePG2 cell)에서 다이옥신과 80% EtOH로 

정제한 각 유효물질 fraction을 처치하여 음성대조군과 양성대조군인 다이옥신 처치군과의 

반응정도를 비교 측정하 다. 측정결과, 148(갈근), 156(한국산상백피)에서 XRE와 반응하여 

다이옥신과 같은 활성을 나타냈으며, 다이옥신과 동시 처치했을 때, 유의적으로 다이옥신

의 활성억제현상을 관찰할 수 있었고,  142(비파잎-2), 144(hyssop&ginger), 145(음양곽), 

146(길경), 147(아가리쿠스), 149(누에), 150(백화사설초), 152(어성초)에서는 HepG2 cell 

line을 이용한 검색법에서 어떠한 반응도 유도되지 않았다. 하지만, 실험을 실시한 그 외의 

물질에서는 세포독성이 관찰되었다.
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Figure1-1. 다이옥신 유전자를 도입한 사람 간종양세포에서 천마(138), 잎새버섯      

       (139), 모로훼야(140) 처치시 활성반응
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Figure1-2. 다이옥신 유전자를 도입한 사람 간종양세포에서 모로훼야(140), 

           비파잎-1(141) 처치시 활성반응
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Figure1-3. 다이옥신 유전자를 도입한 사람 간종양세포에서 비파잎-2(142),           

        oregano(143), hyssop&ginger(144) 처치시 활성반응
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Figure1-4. 다이옥신 유전자를 도입한 사람 간종양세포에서 음약곽(145), 길경         

       (146), 아가리쿠스(147), 갈근(148) 처치시 활성반응
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Figure1-5. 다이옥신 유전자를 도입한 사람 간종양세포에서 누에(149), 백화사설      

       초(150), 구지뽕(151), 어성초(152), 성오가피(153) 처치시 활성반응
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Figure1-6. 다이옥신 유전자를 도입한 사람 간종양세포에서 X(154), 중국산상백피

(155), 한국산상백피(156) 처치시 활성반응
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<주관연구기관-2>

Uterotrophic assay를 이용한 유효물질의 내분비장애물질 억제효과 확인

   내분비장애물질으로서 에스트로젠성을 가지고 있다고 알려진 BPA를 미성숙 암컷 랫드

에 3일간 피하투여한 결과, 시험 전기간동안 체중증가율은 정상적으로 나타났으나,(Tabel 

1) 절대중량측정에서 무처치군에 비하여 BPA 투여군에서 질과 자궁, 난소 모두 농도의존

적으로 증가하는 것으로 나타났으며 자궁의 경우 400mg/kg에서 유의적으로 증가하 다

(Table 2). Yeast recombinant yeast assay에서 에스트로젠성을 나타내었으며 MCF-7 

proliferation assay MCF-7 cell의 증식을 억제하 던 물질 감초, 정향피, 초두구를 BPA와 

동시처치하여 immature uterotrophic assay를 실시한 결과, 시험전기간동안 체중증가율은 

정상적으로 나타났으나(Table 3) 절대중량장기무게는 BPA 투여군과 비교하여보았을 때 

초두구, 정향피에서는 억제효과가 나타나지 않았고, 감초에서는 BPA에 대한 억제효과가 

있는 경향이 나타나나, 통계적상 유의적인 억제효과는 보이지 않았다(Table 4). 조직병리학

적 결과, 자궁상피세포와 질상피세포를 관찰하 는데, 무처치군에 비해 BPA 투여군에서 

상피세포의 두께가 커지는 것을 확인할 수 있었고, 감초를 동시처치하 을 때, 10mg/ml 및 

50mg/ml에서 농도의존적으로 BPA에 의한 상피세포 증식효과를 억제하는 것으로 나타났

다(Figure 2-1, 2).
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Table 2. 3일 동안 BPA 투여후 체중변화

Start weight(g) 
Weight after 

1day(g)

Weight after 

2days(g)
Final weight(g) 

Dose(mg/kg)

Vehicle control 34.7±1.0a) 38.9±1.3 43.1±1.0 48.7±2.1

8 37.1±4.6 41.5±5.7 47.8±5.3 51.5±7.1

40 35.6±4.3 42.7±4.6 46.0±5.6 53.3±6.0

160 35.1±0.5 38.5±0.6 43.5±0.9 48.7±2.2

400 33.4±2.7 36.5±2.4 40.1±2.7 44.4±3.1

a), Values shown are mean ±SD
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Table 3. 3일동안 BPA 투여후 절대장기중량

Dose(mg/kg)

Vehicle 

control
8 40 160 400

Vagina(mg) 10.47±6.38a) 25.50±7.52* 21.87±7.79 10.83±1.17 17.53±3.63

Uterus(mg) 31.63±13.07 38.23±5.52 38.87±8.48 47.33±13.25 70.30±14.99*

Lt. ovary(mg) 2.53±0.32 3.83±0.55 4.87±0.72 4.13±1.33 6.97±1.24

Rt. ovary(mg) 2.40±0.10 4.13±2.22 5.33±1.36* 5.57±1.72* 6.23±0.97*

a)
, Values shown are mean ±SD

*
,Significantly different from control at p<0.05
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Table 4. 3일동안 BPA와 감초, 정향피, 초두구 투여 후 체중변화

Start weight(g) 
Weight after 

1day(g)

Weight after 

2days(g)
Final weight(g) 

Dose(mg/kg)

Vehicle control 38.7±2.0a) 42.6±2.8 46.6±2.4 52.1±2.6

BPA 400 43.7±1.9 47.3±2.2 50.0±2.1 53.5±2.5

감초50+BPA400 40.0±2.8 40.3±1.5 44.1±2.3 49.8±3.6

감초10+BPA400 42.3±2.3 43.6±2.9 46.2±3.3 49.0±3.8

정향피50+BPA400 43.3±1.8 44.8±1.6 48.4±1.5 51.3±1.5

정향피10+BPA400 40.6±1.5 40.6±1.3 43.3±1.8 46.5±2.3

초두구50+BPA400 42.4±2.5 44.7±4.0 47.2±4.0 49.9±3.3

초두구10+BPA400 40.7±2.3 42.2±2.4 45.4±2.6 49.1±2.8

a), Values shown are mean ±SD
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Table 5. 3일동안 BPA와 감초, 정향피, 초두구 투여후 절대장기중량                   

Vagina Uterus Left ovary Right ovary

Dose(mg/kg)

Vehicle control 23.85±11.85a) 25.40±7.01 5.93±3.92 6.40±3.43

BPA 400 33.40±15.07 81.73±10.03* 6.38±1.60 5.15±0.53

감초50+BPA400 17.83±4.12 79.10±32.22* 5.03±1.26 5.10±2.31

감초10+BPA400 34.45±6.81 63.73±10.10
* 5.25±1.21 5.73±2.25

정향피50+BPA400 47.88±9.49*,** 81.65±13.23* 5.33±1.73 5.93±1.07

정향피10+BPA400 47.13±9.63*,** 70.48±17.56* 5.25±2.80 4.28±0.94

초두구50+BPA400 49.50±17.03
*,** 88.53±21.14* 5.20±1.80 5.98±0.95

초두구10+BPA400 45.25±14.60*,** 75.35±13.01* 5.45±1.44 5.30±0.76

a)
, Values shown are mean ±SD

*
,Significantly different from vehicle control at p<0.05

**
,Significantly different from positive control at p<0.05
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A-5A-5 A-6A-6

A-7A-7 A-8A-8

Figure 2-1. 자궁상피세포의 조직사진

(A1;무처치군, A2; Bisphenol A 투여군, A3; 감초 50mg/kg+BPA 투여군, A4; 감초 

10mg/kg+BPA 투여군, A5; 정향피 50mg/kg+BPA 투여군, A6; 정향피 10mg/kg+BPA 투

여군, A7; 초두구 50mg/kg+BPA 투여군, A8 초두구 10mg/kg+BPA 투여군)
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B-5B-5 B-6B-6

B-7B-7 B-8B-8

Figure 2-2. 질상피세포의 조직사진

(A1;무처치군, A2; Bisphenol A 투여군, A3; 감초 50mg/kg+BPA 투여군, A4; 감초 

10mg/kg+BPA 투여군, A5; 정향피 50mg/kg+BPA 투여군, A6; 정향피 10mg/kg+BPA 투

여군, A7; 초두구 50mg/kg+BPA 투여군, A8 초두구 10mg/kg+BPA 투여군)
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<주관연구기관-3>

정제단계별 내분비계장애물질 억제효과 확인

1. 감초 추출물의 MCF-7 breast cancer cell과 Bisphenol A 억제효과

  추출용매인 EtOH를 함량에 따라 다르게 분획하 을 때 EtOH 100%, 80%, 60%,40%, 

20%에서의 감초 fraction을 희석해서 배양한 MCF-7 cell은 추출용매의 농도의존적으로 억

제효과가 감소하 다. 예외적으로 유기용매가 0%인 EtOH0% 감초 fraction은 BPA와 동시

처치를 제외하고는 모두 유의적인 증가가 발견되었다(Figure 3-1). 
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* Significant difference at p<0.05 level compared with the negative control group.

** Significant difference at p<0.05 level compared with the positive control group.

Figure 3-1. 농도별 EtOH로 추출한 감초의 MCF-7 breast cancer cell과             

       Bisphenol A 억제효
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   무기용매인 DW만을 추출용매로 사용하여 추출시간별 감초 fraction의 MCF-7 cell과 

BPA 억제효과를 보았다. 24시간동안 DW로 감초를 추출하 을 때 1mg/ml를 제외하고는 

오히려 MCF-7 cell이 증가하 다. BPA를 동시 처치 하 을 때는 유의적인 현상을 보이지 

않았다(Figure 3-2). 
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* Significant difference at p<0.05 level compared with the negative control group.

** Significant difference at p<0.05 level compared with the positive control group.

Figure 3-2. 추출시간별로 본 DW-감초 fraction의 MCF-7 cell과 Bisphenol A       

       억제효과
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   DW, BuOH, EtOAC, Hexane을 추출용매로 사용하여 추출한 감초 fraction을 100배 

1000배 희석하여 MCF-7 cell과 BPA의 억제효과를 시험하 다. DW의 경우 무기용매라서 

vehicle로 사용한 100% EtOH에 희석이 잘되지 않아 100배 희석한 경우만 시험하 다. 

Hexane 1mg/ml의 감초 fraction을 제외한 나머지 물질들은 모두 유의적인 효과를 보 으

나, DW. 1mg/ml과 EtOAc 1mg/ml의 경우 양성의 유의성을 나타내어 오히려 MCF-7 cell

의 증가를 유도하 다(Figure3-3). 
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* Significant difference at p<0.05 level compared with the negative control group.

** Significant difference at p<0.05 level compared with the positive control group.

Figure 3-3. 용매에 따른 감초fraction의 MCF-7 breast cancer cell과

            Bisphenol A 억제효과
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   CHCl3, 70%MeOH을 추출용매로 사용하여 추출한 감초 fraction을 100배 1000배 희석하

여 MCF-7 cell과 BPA의 억제효과를 시험하 다. CHCl3 1mg/ml의 경우 감초 fraction의 

background가 너무 진하여서 OD260nm의 흡광도로 측정하는 것이 불가능하 다. 이 물질은 

Trypan blue staning시험법에 의한 cell counting법으로 아래의 결과를 참고할 수 있다. 

CHCl3, 70%MeOH로 추출한 감초 추출물1mg/ml, 100㎍/ml은 모두 유의적인 결과를 보

다(Figure3-4). 

non

C
H

C
l3

 1
m

g/m
l

C
H

C
l3

 1
00ug /m

l

C
H

C
l3

 1
00ug /m

l+
B

PA

70%
M

eO
H

 1
m

g/m
l

70%
M

eO
H

 1
00ug /m

l

70%
M

eO
H

 1
00ug /m

l+
B

PA

B
PA --

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

1 .0

1 .2

1 .4

1 .6

1 .8

2 .0

*

*

****

*

F
o

ld
j 

In
d

u
c

ti
o

n

* Significant difference at p<0.05 level compared with the negative control group.

** Significant difference at p<0.05 level compared with the positive control group.

Figure 3-4. 용매에 따른 감초fraction의 MCF-7 breast cancer cell과 

            Bisphenol A 억제효과
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   Hexane, EtOAc, CHCl3, 70%MeOH를 추출용매로 사용하여 추출한 감초 fraction을 10
3

배 10
4
배 희석하여 MCF-7 cell과 BPA의 억제효과를 시험하 다. 여기서 시험한 물질들은 

100배와 1000배에서 cell의 morphology가 변하는 등의 cytotoxic한 경향을 보여 10
4
배 희석

한 시험물질을 사용하게 되었다. Hexane, 70%MeOH의 감초 추출물10㎍/ml의 경우 

MCF-7 cell의 증가를 보 지만 EtOAc, CHCl3의 감초 추출물10㎍/ml는 감소하는 경향을 

나타내었다(Figure3-5).
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* Significant difference at p<0.05 level compared with the negative control group.

** Significant difference at p<0.05 level compared with the positive control group.

Figure 3-5. 용매에 따른 감초fraction의 MCF-7 breast cancer cell과 

            Bisphenol A 억제효과
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2. 초두구 fraction의 MCF-7 breast cancer cell과 Bisphenol A 억제효과

   DW+BuOH, EtOAc, Hexane, CHCl3을 추출용매로 사용하여 추출한 초두구 fraction을 

100배 1000배 희석하여 MCF-7 cell과 BPA의 억제효과를 시험하 다. DW+BuOH를 

추출용매로 사용한 초두구 추출물 또한 background가 진하여 측정이 불가능하 다. 이 

시험물질은 아래의 Figure. 6에 결과가 보고되어있다. EtOAc 초두구 fraction을 제외한 

나머지 시험물질에서 음의 유의성을 보여 MCF-7 cell과 BPA의 억제효과를 

보여주었다(Figure4-1). 
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* Significant difference at p<0.05 level compared with the negative control group.

** Significant difference at p<0.05 level compared with the positive control group.

Figure 4-1. 용매에 따른 초두구fraction의 MCF-7 breast cancer cell과              

       Bisphenol A 억제효과
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   Figure4-1에서 세포의 변형이 일으켰던 DW+BuOH, EtOAc, Hexane, CHCl3을 

추출용매로 사용하여 추출한 초두구 fraction을 10
3
배 10

4
배 희석하여 MCF-7 cell과 

BPA의 억제효과를 시험하 다. DW+BuOH 10㎍/ml, Hexane 10㎍/m와 BPA 동시처치군, 

CHCl3 10㎍/ml와 BPA 동시처치를 제외한 나머지 10
4
배 희석물질에선 오히려 MCF-7 cell 

증가 현상을 보 다(Figure4-2). 
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Figure 4-2. 용매에 따른 초두구fraction의 MCF-7 breast cancer cell과              

       Bisphenol A 억제효과
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3. 정향피 fraction의 MCF-7 breast cancer cell과 Bisphenol A 억제효과

   DW, BuOH, EtOAc, Hexane, CHCl3을 추출용매로 사용하여 추출한 정향피 fraction을 

100배 1000배 희석하여 MCF-7 cell과 BPA의 억제효과를 시험하 다. DW-정향피 추출물

100ug/ml와 BPA 동시처치, Hexane-정향피추출물100ug/ml 단독처치와 BPA 동시처치 군

에서 유의적인 감소를 보이고 있다(Figure5-1). 
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* Significant difference at p<0.05 level compared with the negative control group.

** Significant difference at p<0.05 level compared with the positive control group.

Figure 5-1. 용매에 따른 정향피fraction의 MCF-7 breast cancer cell과              

       Bisphenol A 억제효과
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   DW, BuOH, EtOAc, Hexane, CHCl3을 추출용매로 사용하여 추출한 정향피fraction에서 

세포변형을 유도한 위 그림의 3가지 시험물질을 10
3
배 10

4
배 희석하여 MCF-7 cell과 BPA

의 억제효과를 시험하 다. 10㎍/ml의 농도에서는 MCF-7 cell의 유의적인 증감이 보이지 

않아 억제효과가 거의 없다는 것을 추측할 수 있다(Figure5-2). 
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Figure 5-2. 용매에 따른 정향피fraction의 MCF-7 breast cancer cell과              

       Bisphenol A 억제효과
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4. Trypan blue staning시험법에 의한 감초, 정향피, 초두구fraction의 MCF-7 breast 

cancer cell과 Bisphenol A 억제효과

   위의 결과 가운데 시험물질의 특성으로 측정하지 못하 던 감초 CHCl3, BuOH, 초두구

DW+BuOH, 정향피CHCl3 fraction을 Trypan blue staning시험법을 사용하여 cell counting

으로 MCF-7 cell과 BPA 억제효과를 시험하 다. 감초 CHCl3, BuOH, 초두구DW+BuOH, 

정향피CHCl3 추출물10배. 100배 희석 시험물질 모두 유의적인 MCF-7 cell 감소를 유도하

다(Figure 6). 
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Figure 6. 용매에 따른 감초, 정향피, 초두구fraction의 MCF-7 breast cancer         

       cell과 Bisphenol A 억제효과
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시료물질의 정제단계별 내분비계장애물질 억제효과 확인결론

   Human breast cancer cell line인 MCF-7 cell을 감초, 초두구, 정향피의 추출물로 BPA

와 단독, 동시처치해 Breast cancer와 BPA의 억제효과를 시험하 다. 1mg/ml과 100㎍/ml

의 고농도 군에서는 EtOH에서 추출한 감초의 fraction이 추출용매의 농도의존적으로  

MCF-7 cell과 BPA를 억제하는 경향을 보 다.  그러나 DW를 추출용매로 사용한 감초 

fraction은 오히려 estrogenic한 성분이 포함되어 있어 단독처치시 BPA와 비슷한 양상의 

세포증식현상을 관찰할 수 있었고, BPA와 동시처치한 결과, BPA에 의해 유도된 세포증식

효과를 억제하진 못했다. 이런 결과를 바탕으로 MCF-7 cell과 BPA를 억제하는 성분은 유

기용매에 의해 추출이 되며 유기용매의 농도가 높을수록 효과가 있으리라 사료된다. 그리

고 그 외 감초의 Hexane, CHCl3, EtOAc, 70% MeOH 추출물에서 또한 Breast cancer와 

BPA의 억제능력을 50, 10㎍/ml에서 관찰할 수 있었다.

초두구와 정향피 fraction의 경우 1mg/ml과 100㎍/ml의 고농도 군에서는 감초와 달리 세

포독성을 유발하 으며, 10㎍/ml 저농도를 처치하 을 때는 에스트로젠성이 나타났다. 따

라서 50㎍/ml의 정향피와 초두구의 추출물을 이용하여 재시험을 실시하 는데 정향피의 

DW 추출물에서만 BPA에 의해서 유도되는 MCF-7 세포증식억제 유효성을 찾을 수 있었

다.
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5. 재조합효모법을 이용한 유효물질의 에스트로젠성 및 안드로젠성 검색시험

   재조합효모법을 이용하여 천연추출물의 안드로젠성을 검색한 결과, 시험에 사용된 어떠

한 물질에서도 안드로젠성이 나타나지 않는 것으로 확인되었다 (Table3-11, 12, 13, 14 and 

15). 반면에 에스트로젠성을 검색한 결과, 148(갈근)의 경우, 100ug/ml에서 가장 높은 에스

트로젠성을 나타내었으며, 150(백화사설초)는 대조군과 비교하여 보았을 때 100㎍/ml과 

1mg/ml에서 농도의존적으로 에스트로젠성을 나타내고 있으며 양성대조군인 Estradiol과 

비슷한 수준의 에스트로젠성을 나타냈다. 154(X)는 1mg/ml에서 낮은 수준의 에스트로젠성

을 나타냈으며, 155(중국산상백피)는 100㎍/ml에서 에스트로젠성이 유의적인 증가를 보

다. 156(한국산상백피)는 처지농도에 반비례적으로 활성도가 증가하 고 151(구지뽕) 또한 

반비례적으로 에스트로젠성을 유도하고 있다. 하지만, 이외의 물질들은 어떠한 에스트로젠

성 관련 반응을 유도하지 않았다(Figure 7).
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Figure 7-1. 재조합효모법을 이용한 138(천마), 139(잎새버섯), 140(모로훼야)의 안드

로젠성 측정
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Figure 7-2. 재조합효모법을 이용한 141(비파잎-1), 142(비파잎-2), 143 (oregano), 

144(hyssop&ginger)의 안드로젠성 측정
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Figure 7-3. 재조합효모법을 이용한 145(음양곽), 147(아가리쿠스), 148 (갈근), 149(누

에)의 안드로젠성 측정
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Figure 7-4. 재조합효모법을 이용한 154(?), 155(중국산상백피), 156 (한국산상백피)의 

안드로젠성 측정
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Figure 7-5. 재조합효모법을 이용한 146(길경), 150(백화사설초), 152(어성초), 153(섬

오가피)의 안드로젠성 측정
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Figure 7-6. 재조합효모법을 이용한 138(천마), 139(잎새버섯), 140(모로훼야)의 에스

트로젠성 측정
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Figure 7-7. 재조합효모법을 이용한 144(hyssop&ginger), 145(음양곽), 146(길경)의 

에스트로젠성 측정
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Figure 7-8. 재조합효모법을 이용한 141(비파잎-1), 147(아가리쿠스), 151 (구지뽕), 

154(?)의 에스트로젠성 측정
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Figure 7-9. 재조합효모법을 이용한  148 (갈근), 149(누에), 150(백화사설초)의 에스

트로젠성 측정
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Figure 7-10. 재조합효모법을 이용한 142(비파잎-2), 143 (oregano), 152(어성초), 

153(섬오가피)의 에스트로젠성 측정
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Figure 7-11. 재조합효모법을 이용한 151(구지뽕), 155(중국산상백피), 156(한국산상백

피)의 에스트로젠성 측정



- 92 -

<협동기관>

유효물질의 소재화 및 가공 특성 구명

1. 에탄올 추출물 제조 

1차년도 이후 수집된 시료 약 40여종의 천연물 소재를 대상으로 80% 에탄올 추출물을 조

제하고 초기 시료의 수분함량을 고려한 건물량기준 추출수율을 구하 다. 그 결과 3.8%, 

방아잎 21.1%, 천마 24.2%, 잎새버섯 26.1%의 수율을 나타내었으며 전체적으로 국내산 약

용작물 또는 버섯류의 경우 오가피의 3.8%∼북한산 가시오가피 추출분말 48.4% 정도의 추

출수율을 나타내었다.  생약재 13종을 추가로 추출해 본 결과에서는 석곡 4.6%에서 목단의 

17.8% 정도의 추출수율을 나타내었다.  그밖에 중국에서 구입한 한방차 8종의 경우 12.2∼

29.5% 정도의 추출수율을 나타내었다. 

2. 최적 추출조건의 검토

증류수 및 80% 에탄올 용액을 이용하여 상온에서 24시간 추출하는 방법과 열수에서 환류

냉각장치를 이용하는 방법으로 추출방법을 달리하여 감초추출물을 제조한 후 수율과 활성

을 비교 검토하 으며 추출용매의 에탄올 농도를 0, 20, 40, 60, 80, 100%로 달리하여 3종

의 생약재 추출물을 제조하여 수율과 활성을 검토하 다.  그 결과 감초의 경우 에탄올 농

도가 증가함에 따라 수율은 감소하여 물 추출물의 경우 약 30% 전후에서 80% 에탄올 추

출시 20% 수준으로 감소하고 이후 100% 에탄올 추출시에는 9% 까지 급격히 감소하 다.  

그러나 대부분의 내분비계 장애물질에 대한 억제활성은 에탄올 농도가 높을수록 높게 나

타난 것으로 조사되었다.  따라서 80% 또는 100% 에탄올을 이용한 환류냉각추출법이 가

장 바람직한 것으로 판단되었다.  

    

3. 용매 분획법에 의한 정제

3종의 생약시료를 대상으로 메탄올 추출물을 제조한 후 이를 Hexane, chloroform, ethyl 

acetate, butanol 및 물 분획으로 분리한 후 추출수율 및 활성을 검토하 다.  그 결과 추

출수율은 메탄올 추출물을 기준으로 비교해 할때 감초의 경우 물층에 약 65%가 존재하여 

가장 높은 수율을 나타내었으며 그 다음은 butanol 층으로 약 20% 정도가 존재하 다.  

반면 정향피의 경우 butanol 층에, 초두구의 경우 chloroform 층에 가장 많은 수율을 나타

내었다.  활성의 경우 감초는 거의 대부분의 분획에서, 초두구는 chloroform분획에서 정향

피는 Hexane 분획에서 높은 활성을 나타내었다. 따라서 전반적으로 시험한 3종의 시료 모
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두 활성을 가진 물질이 대부분 비극성의 물질인 것으로 추정되었다. 

    

4. 흡착 크로마토그라피에 의한 정제       

현재 활성분획이 대부분 비극성인 점을 이용하여 활성탄, Sep-Pak, PVPP 처리등을 통해 

1차 정도와 흡착 크로마토 그라피에 의한 추가 분리, 정제를 수행하 다.  

5. 유효물질 추출물의 가공적성 검토

감초를 제외한 나머지 2종의 시료의 경우 대개 비극성 분획에서 활성이 검출됨에 따라 초

기 추출단계에서의 가공적성을 우선 검토해 보고자 하 다. 우선 각 추출물을 추출한 후 

농축도를 달리하여 저장하면서 활성 변화를 살펴보고 있으며 이들 추출물의 가열처리 조

건 등을 검토 중에 있다.  아울러 이들 추출물의 가용화를 위한 시험을 수행하 다.
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제 3절 내분비계 장애물질에 대한 억제물질의 이화학적 특성, 

기작 규명 및 제품화

<주관연구기관>

활성물질의 작용기작 구명

1. 유방암과 전립선암의 성장 억제 기작 규명

(1) MCF-7 유방암세포에서의 감초 추출물에 의한 세포사과정의 관찰 

   유효활성 성분 검색에서 검색된 감초 추출물을 MCF-7 유방암 세포에 여러 유효시간으

로 처치한 후 성장억제의 기작을 연구하 다. MCF-7 유방암 세포는 이전 시험과 마찬가

지로 5% fetal bovine serum(FBS)를 공급한 D-media에서 배양한다.

세포의 사멸 형태 중 가장 빈번히 발생하는 핵의 손상과 사멸을 알아보기 위한 방법으로

서 대표적인 Hoechst 33258 staining과 cell cycle analysis를 실시하여 세포사멸을 관찰하

고 Western blotting을 실시하여 억제기작을 연구하여 보았다. 

가. Hoechst 33258 staining

   세포의 사멸 형태 중 가장 빈번히 발생하는 핵의 손상과 사멸을 알아보기 위한 방법으

로서 대표적인 Hoechst 33258 staining을 실시하여 세포사멸을 관찰하 다. 스크리닝을 거

쳐 탐색된 유방암세포의 성장을 억제하고 동시에 내분비계장애물질인 BPA의 활성을 생체

내에서 차단하는 감초의 80% EtOH, Hexane, CHCl3, EtOAc, 70% MeOH 추출물을 

Hoechst 33258으로 염색하 더니 그림과 같이 대조군 (A)과 유의적인 차를 보 다. 감초

의 다섯가지 추출물은 개별적인 차는 있지만 육안적으로 유방암세포의 proliferation이 줄

어듬과 동시에 세포사멸이 일어나면서 핵의 분절이 관찰되었다. 그림에서 화살표로 표지해

된 부분이 정상세포와는 달리 유방암세포 핵의 fragmentation을 나타내고 감초의 80% 

EtOH 추출물은 다른 추출물과는 달리 핵의 분절 이전에 관찰되는 핵의 condensation이 관

찰되었다. BPA를 동시에 감초 추출물과 유방암세포에 처치하 을때에도 감초 추출물을 단

독으로 처치하 을 경우와 동일한 반응을 보 다(data not shown). 따라서, 감초추출물은 

내분비계 장애물질인 BPA를 세포사멸을 유도하는 동일한 메커니즘으로 생리활성을 저해
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하는 것으로 판단되어졌다.

   Figure 8. Hoechst 33258 staining을 이용한 세포 핵내의 morphology 관찰

(A : 대조군(무처치군) B : 감초 80% EtOH 추출물 100ug/ml, C : 감초 Hexane 추출물 

50ug/ml, D : 감초 CHCl3 추출물 50ug/ml, E : 감초 EtOAc 추출물 50ug/ml, F : 감초 

70% MeOH 추출물)
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나. cell cycle analysis

   Hoechst 33258 staining으로 관찰한 유방암에서 감초가 유도하는 세포사멸의 정도를 알

아보기 위하여 PI staining 후 FACScan 시험법으로 세포사멸의 정도와 동시에 세포성장의 

억제 요인중의 하나인 cell cycle arrest를 동시에 알아보았다. 

   그림을 보면 감초의 80% EtOH, Hexane, CHCl3, EtOAc, 70% MeOH 추출물은 개별적

으로 차이는 있지만 시간에 의존적으로 세포사멸을 유도하는 것으로 관찰되었다. 72시간 

유방암에서 감초의 처치 후 80% EtOH 추출물의 경우 32.78%, Hexane 추출물의 경우 

47.15%, CHCl3 추출물의 경우 55.43%, EtOAc 추출물은 27.91%, 그리고  70% MeOH 추출

물은 34.57%의 세포사멸을 유도하 다. Hexane, CHCl3, EtOAc, 70% MeOH 감초 추출물

은 세포의 성장 억제정도를 관찰한 수치와 비슷한 양상을 보여 대부분의 억제 기전이 세

포사멸에 의해 이루어지지만 80% EtOH 추출물의 경우 약 20%의 유방암세포가 cell cycle 

arrest에 의해 성장이 억제되는 것으로 판단되었다. 실제 48시간 이후의 감초 80% EtOH 

추출물의 FACScan 결과를 보면 G1 phase의 cell 수치가 유의적으로 증가하는 것을 관찰 

할 수 있었다. 이 결과는 다음의 Western blotting 시험법을 통해 다시 확인할 수 있었다. 

   따라서 FACScan을 통해 Hoechst 33258 staining 시험법에서 관찰한 감초의 세포사멸

이 확인되었다. 
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                EtOH-H20 (80:20)

           extract of licorice root

 Figure 9. FACScan 이용한 세포 cycle analysis 관찰
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   다. Western blotting

   세포사멸에 대한 종양억제 단백질인 p53 단백질과 세포내 항산화 단백질인 Bcl-2의 변

화를 Western blotting을 통하여 관찰하 다. 최근에 apoptosis에 의한 세포사멸기작에서 

caspase로 이름 붙여진 interleukin-1-b-converting enzyme (ICE) family cystein protease

가 사멸 과정의 중심 역할을 하고 이 효소가 poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) 같은 

기질을 분해하는 것으로 알려져 있다.  감초의 CHCl3, EtOAc 추출물의 경우 유방암에서 

단독으로 처치하 을 때와 내분비계 장애물질인 BPA를 동시에 처치하 을 때 그림과 같

이 모두 PARP 기질을 분해시켜 세포사멸로 이끌어 가는 것이 관찰되었다. 세포 사멸을 

조절하는 세포 안밖의 여러 가지 인자들이 밝혀져 있는 데, 그 중에서 Bcl-2 family 단백

질들은  세포 사멸 촉진하거나 (Bad, Bax) 억제하는 것 (Bcl-2, Bcl-XL)으로 알려져 있으

며, 이 단백질들이 서로 어떻게 결합하는가에 따라 세포 사멸 억제 또는 촉진한다고 밝혀

졌다. 감초의 CHCl3, EtOAc 추출물은 세포사멸을 촉진하는 Bax의 발현을 증가시키고 세

포사멸을 억제하는 Bcl-2의 cleavage를 유도하여 활성을 저해시켜 세포사멸 기작이 일어나

는 것으로 판단되었다. BPA 억제 기작 또한 그림에서처럼 BPA를 동시에 처치하 을 때

도 같은 메커니즘으로 일어나는 것으로 관찰되었다. 
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 Figure 10. Western blotting을 이용한 감초 CHCl3, EtOAc 추출물의 세포내의 

기전연구
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Figure 11. Western blotting을 이용한 감초 Hexane, 70% MeOH 추출물의 세포내의 

기전연구

   감초의 Hexane, 70% MeOH 추출물의 세포사멸기전 또한 CHCl3, EtOAc 추출물의 기

전과 동일하게 관찰되었다. PARP 의 cleavage 현상이 우선 관찰되어서 유방암에서의 세포

사멸이 확인되었다(data not shown). 그리고 그 세포사멸 기전에 관련되는 단백질 또한 동

일하 는데 세포사멸을 촉진하는 Bax의 발현을 증가시키고 세포사멸을 억제하는 Bcl-2의 

cleavage를 유도하여 활성을 저해시켜 세포사멸 기작이 일어나는 것으로 판단되었다. 

   위와 같은 감초의 네가지 Hexane, CHCl3, EtOAc, 70% MeOH 감초 추출물은 정도는 

각기 다르지만 동일한 메커니즘으로 유방암세포의 성장억제와 BPA의 활성억제를 유도하

는 것으로 사료되었다. 이와 같은 사실을 아래의 모식도로 정리할 수 있다. 
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Figure 12. 감초추출물의 유방암에서 억제기전 모식도
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   감초의 80% EtOH 추출물은 FACScan 시험법으로 관찰된 것처럼 G1 cell cycle arrest

를 유도하는 것으로 판단되어 세포사멸에 관련된 단백질 의 발현뿐만 아니라 cell cycle 

regulation에 관련지어진 단백질의 발현여부도 시간 의존적으로 Western blotting을 통하여 

시험해 보았다. 이 물질 또한 PARP의 degradation을 통해 세포사멸이 확인되어졌으며 그 

기전은 위의 네가지 감초 Hexane, CHCl3, EtOAc, 70% MeOH 추출물과는 달리 적은양이

기는 하지만 Bcl-2의 degradation과 Bax의 발현 증가를 통해 일어나는 것으로 관찰되었다. 

물질 처치 후 발현의 양상이 크게 유의적이지 않는데에는 이물질이 CdK2, Cyclin E같은 

cell cycle arrest에 관련된 단백질의 발현이 줄어듬으로서 G1 phase arrest가 동시에 진행

되기 때문으로 사료된다. 즉 감초의 80% EtOH 추출물은 유방암에서 세포사멸과 세포주기 

억제가 같이 일어나는 multi-mechanism을 유도하는 것으로 결론지을 수 있다. BPA의 억

제기전은 다음과 같다.
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Figure 13. Western blotting을 이용한 감초 80% EtOH 추출물의 세포내의 기전연구
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   위의 감초의 80% EtOH 추출물을 BPA와 동시에 처치하여 시간 의존적으로 단백질의 

발현 정도를 관찰해 보았다. 우선 세포사멸에 관련된 단백질의 발현을 살펴보면 PARP의 

degradation이 48시간까지 관찰되어 세포사멸을 유도하는 것을 확인할 수 있었고 p53의 증

가되어 tumor suppress gene이 감초 80% EtOH 추출물에 의해 변화되는 것을 관찰할 수 

있었다. 80% EtOH 추출물 감초 추출물과 동일하게 Bcl-2의 degradation과 Bax의 발현 증

가를 통해 세포사멸을 유도하는 것을 확인할 수 있었다. 

   세포주기 억제의 경우 48시간까지 p21, CdK2, Cyclin E같은 cell cycle arrest에 관련된 

단백질의 발현이 줄었지만 72시간 처치 후에는 다시 증가되는 것이 관찰되어 좀 더 다양

한 연구의 필요가 요구되었다. 
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Figure 14. Western blotting을 이용한 감초 80% EtOH 추출물의 BPA 억제기전연구
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(2) MCF-7 유방암세포에서의 정향피 추출물에 의한 세포사멸 과정의 관찰

가. Hoechst 33258 staining

 Figure 15. Hoechst 33258 staining을 이용한 세포 핵내의 morphology 관찰 

   정향피의 추출물 가운데 유방암 세포의 성장억제와 BPA의 생체내 활성이 동시에 일어

나는 추출물은 DW로 추출한 것이었다. 이 물질에 의한 세포의 morphology변화와 세포내 

핵의 변화를 관찰해 보기 위하여 Hoechst 33258 staining을 실시하 다. 그림을 보면 정향

피 DW 추출물에 의하여 세포의 증식이 줄어들었고 세포 내 핵의 분절이 일어나는 것을 

단독 처치군과 BPA를 동시에 처치했을 때 동시에 일어나는 것을 확인 할 수 있었다. 이와 

같은 결과를 확인해보기 위하여 아래의 실험을 실시하 다. 
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나. cell cycle analysis

Figure 16. FACScan을 이용한 정향피 DW 추출물의 cell cycle analysis

   정향피 또한 감초 추출물과 마찬가지로 세포사멸의 정도와 세포 주기의 억제가 일어나

는지의 여부를 확인해보기 위하여 FACScan을 실시하 다. 시험 결과 세포주기의 변화는 

일어나지 않았었고 시간 의존적으로 72시간 후에는 19.38%까지 세포사멸이 일어나는 것으

로 확인할 수 있었다. 
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다. Western blotting

Figure 17. Western blotting을 이용한 정향피 DW추출물의 세포내의 기전연구

   위의 Hoechst 33258 staining 과 FACScan 결과를 확인하고 세포사멸의 기전을 알아보

기 위하여 Western blotting을 실시하 다. 그 결과 PARP의 발현이 줄어들어 정향피에 의

한 세포사멸을 확인해 주었고 세포사멸을 억제하는 Bcl-2의 degradation이 관찰되었지만 

세포사멸을 유도하는 Bax의 발현은 변화가 없었다(data not shown). 세포주기에 관련된 

CdK2의 발현정도는 Actin의 발현과 비교하여 보면 유의적인 변화가 없는 것으로 사료되

어 정향피 DW 추출물은 세포사멸을 통해 유방암의 증식과 BPA의 활성을 억제하는 것으

로 결론지을 수 있다. 
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(3) PC-3 전립선암세포에서의 감초추출물에 의한 성장억제와 세포사과정의 관찰 

가. PC-3 전립선암세포에서의 성장 억제

Figure 18. PC-3 전립선암 세포에서 감초 EtOAc 추출물의 증식억제 관찰

   감초EtOAc 추출물이 장기간 동안 세포 증식에 미치는 향을 조사하기 위해서 세포들

을 multi-well plate에 plate한 다음 세포수는 6시간마다 MTT assay 방법으로 측정하 다. 

PC-3 전립선 암세포는 직선을 그리며 감소하다가 18시간째에서 plateau density에 도달하

여 평형적으로 유지하 다. 

   전립선 암세포에 미치는 감초의 장기간의 성장억제 작용을 조사하기 위해서 10μg/ml

과 20μg/ml의 물질을 serum-free medium에 첨가하여 세포를 배양하 다. 시험 후 6시간

째부터 현저히 줄어들기 시작하여 24시간째에는 세포수의 약 70%의 감소를 보 고 저농도 

에서는 그 감소의 정도가 고농도에서 보다 낮았으나 크게 유의적이지는 않았다.  옆의 세

포 morphology를 관찰하여 보면 전립선 암세포에서 감초 EtOAc 추출물이 apoptosis, 즉 

세포사멸을 유도한다고 추측되어 Hoechst staining을 실시하 다. 
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나. PC-3 전립선암세포에서의 감초추출물에 의한 세포사멸

Figure 19. Hoechst 33258 staining을 이용한 세포 핵내의 morphology 관찰 
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   감초 EtOAc 추출물이 PC-3 전립선암 세포에서 세포사멸을 유도하는 것을 확인하기 위

하여 Hoechst staining을 실시하 다. 위의 세포증식 시험과 동일한 물질을 처치하 을 때  

10μg/ml과 20μg/ml의 농도는 두배의 차이가 있음에도 불구하고 세포증식 억제 정도가 

같았던 것처럼 세포 내 핵의 손상 정도도 비슷하 다. 세포사멸은 세포의 팽창, 핵의 분해, 

염증 세포의 유입등과 같은 특성을 보이며, 세포가 응축되고, 핵의 분절이 그 과정이다. 두 

농도의 감초 EtOAc 추출물을 전립선 암세포에 처치하 을 때 핵 분절은 찾아보기 어려웠

지만 그 전단계인 세포의 응축이 관찰되었다. 
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다. PC-3 전립선암세포에서의 감초추출물에 의한 세포사멸 기전연구

Figure 20. Western blotting을 이용한 감초 EtOAc 추출물의 세포내의 기전연구

   감초 EtOAc 추출물의 전림선 암에서의 활성 기작을 관찰하기 위하여 여러 단백질의 

발현 양상을 시험해 보았다. 유방암에서의 결과와는 달리 PARP의 발현이 감초 추출물에 

의해 크게 유의적인 결과를 보이지 않았다. 약간의 감소를 보이긴 하 지만 DNA ladder와 

FACScan의 결과에서도 유의적인 변화를 보기 어려워 전립선 암세포에서는 유방암세포에

서처럼 효과적인 세포사멸 또는 증식을 유도하지 못함을 알 수 있다. 세포사멸을 유도하는 

Bax의 발현이 약간의 증가를 보 지만 세포사멸을 억제하는 Bcl-2 단백질은 변화가 없었

다.
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(4) PC-3 전립선암세포에서의 정향피추출물에 의한 성장억제와 세포사과정의 관찰 

가. PC-3 전립선암세포에서의 성장 억제

Figure 21. PC-3 전립선암 세포에서 정향피 DW추출물의 증식억제 관찰

   정향피 DW 추출물이 장기간 동안 세포 증식에 미치는 향을 조사하기 위해서 세포들

을 multi-well plate에 plate한 다음 세포수는 6시간마다 MTT assay 방법으로 측정하 다. 

   전립선 암세포에 미치는 정향피의 장기간의 성장억제 작용을 조사하기 위해서 10μ

g/ml과 50μg/ml의 물질을 serum-free medium에 첨가하여 세포를 배양하 다. 시험 후 6

시간째부터 현저히 줄어들기 시작하여 24시간째에는 10μg/ml에서는 약 60%, 50μg/ml에

서는 약 50%의 감소를 보 다.  옆의 세포 morphology를 관찰하여 보면 전립선 암세포에

서 정향피 DW 추출물이 apoptosis, 즉 세포사멸을 유도한다고 추측되어 Hoechst staining

을 실시하 다. 
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나. PC-3 전립선암세포에서의 정향피추출물에 의한 세포사멸

Figure 22. Hoechst 33258 staining을 이용한 세포 핵내의 morphology 관찰 
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   정향피 DW 추출물이 PC-3 전립선암 세포에서 세포사멸을 유도하는 것을 확인하기 위

하여 Hoechst staining을 실시하 다. 위의 세포증식 시험과 동일한 물질을 처치하 을 때  

10μg/ml과 50μg/ml의 농도에서 고농도에서 세포 내 핵의 손상 정도가 크게 유의적으로 

관찰되었다. 저농도에서는 핵의 응축을 보 으며, 고농도에서는 핵의 분절이 관찰되었다. 
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다. PC-3 전립선암세포에서의 정향피추출물에 의한 세포사멸 기전연구

Figure 23. Western blotting을 이용한 정향피 DW추출물의 세포내의 기전연구

   정향피 DW 추출물의 전림선 암에서의 활성 기작을 관찰하기 위하여 여러 단백질의 발

현 양상을 시험해 보았다. 감초 추출물의 결과와 같이 PARP의 발현이 정향피 추출물에 

의해 크게 유의적인 결과를 보이지 않았다. 약간의 감소를 보이긴 하 지만 DNA ladder와 

FACScan의 결과에서도 유의적인 변화를 보기 어려워 전립선 암세포에서는 유방암세포에

서처럼 효과적인 세포사멸 또는 증식을 유도하지 못함을 알 수 있다. 세포사멸을 유도하는 

Bax의 발현과 세포사멸을 억제하는 Bcl-2 단백질 또한 변화가 없었다.
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<협동기관-1>

유효물질의 이화학적 특성 구명

1. 용매 분획법에 의한 정제    

   용매분획법을 이용하여 감초추출물을 Hexane, ethyl acetate,  chloroform, butanol, 물 

층으로 분획한 후 각 분획의 수율 및 활성을 비교해 보았다.
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     Figure 24. Estrogenic activities of solvent fractions from licorice extract.
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   우선 각 분획별로 고형물량을 구한 후 상대적인 함량%로 비교해 보면  우선 물층에 가

장 많은 65.9%의 고형물이 분획되었으며 butanol 분획이 두 번째로 높은 29.4%의 고형물 

양을 나타내었다.  그밖에 Hexane, ethyl acetate, chloroform 분획에서는 각각 4.4, 4.3, 

7.9% 정도의 고형물량을 나타내었다.  

   Estrogenic activity를 측정해 본 결과에서는 ethyl acetate 븐획에서 가장 높은 활성을 

나타내었으며 물이나 butanol 등과 극성 용매 분획에서도 상대적으로 높은 활성을 나타내

었다.  반면 Hexane이나 chloroform 같은 비극성 용매 분획에서는 거의 활성이 검출되지 

않았다.  이상의 결과로 미루어 볼 때 감초중에서 내분비 장애물질에 대한 억제효과를 나

타내는 물질의 경우 에탄올과 같은 알코올류에서도 높은 용해도를 나타내지만 약간 중간 

정도의 극성을 가진 물질인 것으로 판단되었다.  
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2. Gel filtration에 의한 정제
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Figure 25. Sephadex LH-20에서 gel filtration에 의해 감초 추출물의 활성물질 정제



- 120 -

   Sephadex LH-20 resin을 50 ㎖ 정도 컬럼에 주입하고 20
o
Bx 농도로 희석한 감초농축

액 2 ㎖을 주입한 후 80% 에탄올로 용출시켜 정제하 다. 용출액은 10 ㎖씩 분획하 으며 

각 분획의 estrogenic activity를 측정하여 본 결과는 Figure 25와 같다. 

  그 결과 bed volume의 2.4배되는 120 ㎖ 용출시에 가장 높은 활성을 가진 물질이 분리

되었으며 140 ㎖ 용출시에 또하나의 활성 물질이 분리되었다.  이상의 결과로 볼 때 감초

추출물중에는 하나이상의 활성물질이 존재하는 것으로 판단되었으나 이들 물질이 단순히 

유사한 구조를 가지면서 단순히 side chain만 다른 물질들인지 전혀 다른 두 개의 물질인

지는 정확히 판단할 수 없었다.   
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3. 흡착크로마토그라피에 의한 정제
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Figure 26. 다양한 resin을 사용하 을 때 감초추출물의 adsorption 능력 비교
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   흡착크로마토그라피용 수지로 Diaion HP-20, Diaion HP-20MG 등과 amberite 계열의  

XAD-4, XAD-7을 각각 컬럼에 충진한 후 증류수로 희석된 감초추출물을 주입하고 증류

수 세척액과 80% 에탄올 용출액중의 estrogenic activity를 비교해본 결과는 Figure 26과 

같다. 

   전반적으로 80% 에탄올 용출액중의 활성을 비교해 본 결과, 흡착크로마토그라피용 수

지에 따른 차이는 크지 않은 것으로 나타났으나 Diaion 계열이 amberite 계열에 비해 다소 

높은 흡탁능을 나타내는 것으로 판단되었다. 따라서 본 연구에서는 Diaion HP-20 수지를 

이용하여 이후 정제시험을 수행하 다.   

   Diaion HP-20을 이용한 감초추출물중의 활성물질을 정제하기 위한 적정 용출조건을 검

토해 보기 위하여 증류수로 희석한 감초농축액을 컬럼에 주입하고 0, 20, 40, 60, 80, 100% 

에탄올 용액을 이용하여 각각 수지용량의 2배 정도 용출시킨 후 용출액 중의 활성을 비교

해 본 결과는 Figure 27과 같다.



- 123 -

Eluents

estra
diol

D.W
.

20% EtOH

40% EtOH

60% EtOH

80% EtOH

R
el

at
iv

e 
ac

tiv
ity

(%
)

0

20

40

60

80

100

 

 Figure 27. Diaion HP-20을 이용해 정제시 감초 추출물의 estrogenic activity 

   초기 증류수 세척액중에 일부 검출된 활성은 감초추출물의 과량 주입에 따라 일부 활

성물질이 흡착되지 않고 바로 용출된 것으로 생각되며 수지에 흡착된 활성물질의 경우 

60%이상의 에탄올용액에서 용출되기 시작하여 80% 에탄올용액에서 거의 대부분 용출되는 

것으로 나타났다. 이상의 결과로 미루어 볼 때 초기 시료주입시 용해도를 증가시키기 위해 

감초농축액을 40% 정도의 에탄올로 희석하여 주입한 후 바로 40% 에탄올로 세척하는 것

이 보다 효과적인 정제방법일 것으로 판단되었으며 수지 역시 초기 40% 에탄올로 현탁하

여 충진하는 것도 고려해 볼 수 있을 것으로 판단되었다.  
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   Diaion HP-20을 이용한 흡착크로마토그라피시 적정 시료주입량을 살펴보기 위하여 5 

㎖ 수지가 충진된 컬럼에 40% 에탄올로 희석한 감초농축액(고형물량 4.6%)의 주입량을 

1∼12 ㎖ 로 달리하여 컬럼에 주입한 후  40% 에탄올 세척액 중의 활성을 측정하여 적정 

시료주입량을 살펴본 결과는 Figure 28과 같다.   

   그 결과, 8 ㎖ 이상의 감초추출물을 주입시에 초기 세척액중에서 활성이 검출되었다. 

이상의 결과로 미루어볼 때 본 연구에서 사용한 HP-20의 경우 정제의 효율성을 위해서는 

수지 ㎖ 당 1.2∼1.6 ㎖ 정도의 감초추출물을 주입하여 정제하는 것이 바람직한 것으로 판

단되었다. 
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   Figure 28. Diaion HP-20에 의해 측정된 적정 시료주입량
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4. 한외여과법에 의한 정제

   한외여과막(MWCO 5000)을 이용하여 분자량 5000 이상과 이하로 감초추출물을 분획한 

후 활성을 측정해본 결과, 대체로 분자량이 5000이상인 분획에서 활성이 검출되었다.  따

라서 본 연구에서 사용한 감초의 경우, 내분비장애물질에 대해 억제활성을 나타내는 물질

의 분자량은 5000이상이거나 또는 다른 고분자물질에 결합되어 있는 저분자물질일 것으로 

추정되었다. 

5. pH 안정성

   내분비 장애물질에 대한 억제효과가 입증된 감초 추출물을 이용한 식품첨가시험 또는 

다양한 가공식품 개발시에 다양한 pH 조건에 노출될 수 있으므로 이러한 다양한 pH 조건

이 감초추출물의 활성에 어떠한 향을 미치는지 살펴볼 필요가 있을 것이다. 따라서 본 

연구에서는 산성, 중성 알카리성 식품을 모델로 pH 3.0, 6.0. 9.0의 buffer를 제조하고 여기

에 감초추출물을 일정시간 방치한 후 감초의 estrogenic activity를 살펴보았으며 그 결과

는 Figure 29와 같다. 
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Figure 29. 감초 추출물의 estrogenic activity에서 pH의 향
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6. 열안정성

   음료 등과 같은 가공제품의 경우 최종적으로 대개 상업적살균 도는 가압살균을 거치게 

되므로 감초추출물이 첨가된 제품의 살균 후의 활성변화도 살펴볼 필요가 있을 것이다.   

따라서 본 연구에서는 감초추출물을 95℃에서 15, 30분 가열처리하거나 121℃에서 15분간 

가압살균처리한 후 활성변화를 살펴보았으며 그 결과는 Figure 30과 같다. 
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Figure 30. 감초 추출물의 estrogenic activity에서 열의 향



- 128 -

7. 농축에 따른 감초추출물의 활성 변화

   감초와 같은 생약재 추출물의 경우 대개 저장의 편의성 및 가공식품 제조를 위한 중간

단계로 농축공정을 거치게 된다.   따라서 이러한 농축공정중 감초추출물의 활성변화를 살

펴보기 위하여 초기 감초추출물(10
o
Bx)을 30, 60

o
Bx로 농축한 후 다시 10

o
Bx로 환원하여 

활성변화를 살펴보았으며 그 결과는 Figure 31과 같다. 
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Figure 31. 감초 추출물의 estrogenic activity에서 농축의 향
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<협동기관-2>

내분비계장애물질 억제효과가 있는 유효성분 및 중간소재를 이용한 기능성식품 개발

1. 식품 첨가시험

   일반적으로 시중에서 많이 소비되고 있는 식품중에서 종이컵사용, 포장용기 등으로부터 

환경호르몬에 노출될 가능성이 큰  주스, 컵라면 스프, tea bag 형태의 녹차를 선정하여 

감초 농축액(67
o
Bx)의 적용가용성 및 적정 첨가농도를 살펴보았다.    

   컵라면(농심 신라면)의 경우 감초농축액을 넣어서 감초맛이 거의 느껴지지 않는 최소인

지농도를 알아보기 위하여 컵라면에 감초농축액을 넣고 300㎖의 뜨거운 물을 부은 후 3분

간 방치하고 컵라면 국물을 분리하여 관능평가하 다.  그 결과 0.1%의 감초농축액을 넣은 

경우 감초의 맛이 많이 느껴졌으며 0.05% 첨가시에도 감초의 단맛과 감초취가 느껴졌다. 

그러나 감초농축액을 0.01∼0.02% 정도 첨가할 경우에는 감초맛을 느끼는 경우와 느끼지 

못하는 경우가 유사하여 컵라면 스프의 경우 최소인지농도가 0.01∼0.02% 정도인 것으로 

판단되었다. 

   일반적으로 종이컵을 많이 이용하는 녹차의 경우에는 녹차 tea bag 당 70℃의 물 100 

㎖를 넣은 후 2분간 침출한 다음 감초추출물을 첨가하여 최소인지 농도를 알아보았다.  그 

결과 녹차의 경우에도 라면 스프와 마찬가지로 0.01∼0.02%가 최소인지농도인 것으로 판단

되었다. 오렌지지주스의 경우에는 주스 특유의 신맛 때문에 감초맛이 잘 느껴지지 않아 최

소인지농도는 다소 높은 0.03∼0.05% 인 것으로 판단되었다. 

   이상의 결과에 따라 컵라면스프, 녹차, 오렌지주스에 각각 감초농축액을 0.01, 0.03, 

0.05%씩 첨가하고 첨가하지 않은 대조구를 기준으로 감초첨가가 제품의 관능적 품질에 미

치는 향을 살펴본 결과는 Table 5와 같다.
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Table 5. 감초첨가가 제품의 관능적 품질에 미치는 향

                                                   (% of respondents)

Content(%) Scope1)

Green tea Orange juice  Cup Lamyeon soup

0.01 0.03 0.05 0.01 0.03 0.05 0.01 0.03 0.05

1 - - 13.3 - - 6.7 - - 20.0

2 6.7 20.0 20.0 - - 13.3 - 6.7 26.7

3 13.3 6.7 13.3 - 13.3 6.7 13.3 6.7 20.0

4 20.0 26.7 20.0 20.0 33.3 33.3 - 46.7 -

5 33.3 20.0 - 80.0 40.0 40.0 46.7 13.3 6.7

6 13.3 13.3 13.3 - 6.7 - 26.7 13.3 20.0

7 13.3 6.7 6.7 - 6.7 - 6.7 6.7 6.7

8 - 6.7 6.7 - - - 6.7 - -

9 - - 6.7 - - - - 6.7 -

    1) 9 point : much better than control(non addition), 5 points : same                 

as control, 1 point : much worse than control.
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   녹차의 경우 대체로 0.1∼0.3% 수준에서는 대조구와 유사하거나 약간 관능적인 기호성

이 다소 떨어지는 것으로 나타났으며 0.05% 수준이상에서는 대조구보다 관능적인 기호성

이 저하된 것으로 응답한 비율이 크게 증가하 다.  반면 오렌지 주스의 경우에는 전반적

으로 0.01∼0.05% 수준에서 대조구와 큰 차이가 없는 것으로 응답하 으나 감초 농축액의 

첨가량이 증가할수록 관능적 기호성이 떨어진다고 응답한 비율이 점차 증가되는 추세이었

다. 컵라면 수프의 경우 0.01% 첨가시에는 대조구와 유사하거나 기호성이 약간 좋아진 것

으로 응답자의 비율이 높은 반면  0.03%에서 0.05%로 감초농축액 첨가량을 늘일 경우 점

차 관능적인 기호성이 뚜렷한 저하경향을 나타내었다.

   앞서 감초농축액 첨가시의 최소인지 첨가량과 기호성에 대한 관능적 평가결과를 종합

해 볼 때 컵라면 수프에 0.01% 첨가시 일부 패널들이 다소 기호성이 향상된 것으로 평가

한 것이 외에는 컵라면 수프, 주스, 녹차 모두 감초농축액 첨가에 관능적인 품질을 향상시

키지는 못하는 것으로 판단되었으며 단지 0.01% 정도 첨가하는 것이 관능적인 품질에 큰 

향을 미치지 않고 첨가 가능한 적정 첨가량인 것으로 판단되었다.    
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2. 감초추출물을 이용한 음료제품 개발

(1) 감초농축액의 적정 첨가량

   감초음료 제조시 첨가되는 감초의 적정첨가량을 검토해 보기 위하여 초기 음료의 농도

를 1, 0.5, 0.2, 0.1, 0.05
o
Bx로 조정한 후 관능평가해본 결과 1∼0.2

o
Bx 수준에서는 감초의 

맛과 향이 너무 강하 으며 음료제조가 어려울 것으로 판단되었다.  반면 0.05∼0.1% 수준

에서는 감초맛이나 향이 약간 느껴지지만 다른 부재료 사용시에 이를 완화시킬 수 있을 

것으로 판단되었다. 

(2)  당류 

   감초농축액을 0.05% 농도로 희석한 후 고과당을 이용하여 최종 당도를 2, 4, 6, 8, 10, 

12
o
Bx로 조정한 후 관능적 품질을 평가해본 결과 8∼10

o
Bx 수준이 적정한 당도인 것으로 

판단되었으며 최종 당도를 10
o
Bx로 맞추기 위한 고과당 첨가량은 약 12% 정도이었다.  한

편 고과당의 일부를 올리고당으로 대체해보기 위한 배합비조정시험 결과, 고과당을 2% 정

도 줄이고 대신 올리고당을 2% 정도 대체하여 첨가하는 것도 제품의 기능성을 향상시키고 

단맛의 질을 다소 개선하는 효과가 있었다.  

(3) 과일농축액

   감초음료의 관능적 품질을 개선하기 위하여 감초농축액 0.05%, 고과당 12%을 첨가한 

음료 base에 복숭아, 사과, 배, 포도, 매실, 대추, 레몬 농축액 등의 과실농축액을  2% 씩 

첨가하고  관능적 품질을 비교해 본 결과, 사과와 포도농축액이 비교적 좋은 관능적 품질

을 나타내는 것으로 판단되었으며 이들 두 과실농축액을 농도를 달리하여 함께 첨가해본 

결과에서는 사과농축액 3%, 포도농축액 1.5%를 함께 첨가하여 제조한 음료의 관능적 

품질이 가장 우수한 것으로 판단되었다. 이때 음료제품의 최종 당도는 10.5
o
Bx 수준이

었다.  

(4) 구연산 및 비타민 C 

   감초음료에 청량감과 약간의 신맛을 부여하고자 구연산 및 비타민 C 등의 적정 첨가량

을 살펴보았다.  

   우선 구연산의 경우 각각 0.1, 0.08, 0.05% 수준으로 첨가한 후 신맛에 대한 관능적 품

질을 평가해본 결과 0.1% 수준이 가장 적당한 것으로 판단되었다.  최근 다양한 기능성으
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로 소비자들로부터 많은 관심을 받고 있는 비타민 C를 첨가해 보고자 적정 구연산 첨가량

인 0.1%수준을 0.08% 수준으로 낮추고 대신 비타민 C를 각각 0.02, 0.05, 0.08%씩 첨가하

여 관능평가해 본 결과, 비타민 C의 적정 첨가량은 0.05% 수준인 것으로 판단되었다. 이상

의 결과에서 청량감과 신맛을 부여하기 위한 적정 산의 종류 및 첨가량은 구연산 0.08%, 

비타민 C 0.05% 인 것으로  판단되었으며 이 경우 최종제품의 pH는 3.0 수준이었다.  

(5) 향과 비타민 B군

   앞서 시험한 결과에 따라 감초농축액, 당, 산 , 과실농축액 등이 첨가된 감초음료의 향

을 다소 개선시켜보고자 체리, 살구, 복숭아, 파인애플, 딸기, 사과, Fruit Mix, 레몬향 등을 

각각 음료 100 ㎖ 당 20 ㎕씩 첨가하여 관능평가한 결과 체리, 살구, 파인애플, 딸기향 등

이 비교적 감초음료과 잘 어울리는 향을 나타내었으며 그 중에서도 체리향이 가장 우수한 

관능적 품질 개선 효과를 나타내었다.  체리향의 첨가량을 음료 100 ㎖ 당 5, 10, 15, 20 ㎕

로 달리하여 음료를 제조한 후 관능평가해본 결과 체리향의 적정 첨가향은 음료 100 ㎖ 

당 5 ㎕ 수준이 가장 적당하 다.  

   비타민 B1과 B2 의 경우 모두 감초 음료 100㎖ 당 1 ㎎ 전후의 농도로 첨가하는 것이 

바람직하 다. 

(6) 감초음료의 최종배합비 및 관능평가

   이상의 모든 결과를 종합하여 Table 6과 같이 3종류의 배합비를 최종적으로 결정하

으며 이들 배합비에 따라 음료 시제품을(Figure 32) 제조하고 관능적 품질을 비교해본 결

과는 Table 7와 같다. 
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Table 6.  감초음료의 최종배합비

                                                          (unit : %)

recipe 1 recipe 2 recipe 3

Gamcho conc(67
o
Bx) 0.05 0.05 0.1

High fructose syrup 10 10 10

Oligosaccharide 2 2 2

Apple conc. 3 3 3

Grape conc. 1.5 1.5 1.5

Citric acid 0.08 0.08 0.08

Vitamin C 0.05 0.05 0.05

Cherry flavor 0.005 0.005 0.005

Vitamin B1 - 0.001 -

Vitamin B2 - 0.001 -

  oBx 11.6 11.7 11.5

  pH 3.09 3.05 3.06
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  Figure 32. 감초 음료
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Table 7. 감초음료의 관능적 품질비교

recipe 1 recipe 2 recipe 3

Color 5.20 5.27 6.40
1)

Flavor 5.73 3.33 6.00

Taste 6.00 3.47 6.40

Overall preference 6.00 3.87 6.73

 1) 9 point ; very good, 7 point; good, 5 point ; so-so, 3 point ; poor, 1 point ; very poor

   감초음료의 관능평가결과 비타민 B군이 첨가된 드링크 형태의 음료는 다소 낮은 관능

적 품질을 나타낸 반면 일반 감초 음료제조용 배합비인 recipe 1, recipe 3의 경우  대체로 

6점 전후의 관능적 품질을 내었다. 그 중에서도 감초농축액이 0.1% 첨가된 recipe 3의 경

우 색, 맛, 향 모두 6.0점이상의 관능적 품질을 나타내었고 전반적인 기호도 역시 6.73점으

로 가장 높은 값을 나타내었다.

   이상의 결과로 볼 때 전반적인 관능적 품질치가 7.0점보다 낮아 다소 품질개선의 여지

는 있지만 감초의 기능적인 측면에 대한 홍보와 관능적 품질 개선 연구가 뒤따른다면 상

품화 성공가능성이 클 것으로 판단되었다.      
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

  

제 1절 연차별 연구개발 목표와 내용

 

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도

( 2000 )

국내 농산물 및 가공식품

으로부터 내분비계장애물

질 저해 활성물질을 탐색

ꋪ농산물 및 원료 농산물의 내분비계장애물질 

억제물질의 추출

 - 환류냉각장치를 이용하여 농산물 및 원료 

농산물의 80% 메탄올 추출물 제조

ꋪ유전자재조합 Yeast를 이용한 내분비장애물

질 억제효과 탐색

 - 양성대조물질인 17β-estradiol(E2)와 비교

하여 보았을 때 약콩, 감초, 결명자, 초두구, 

대두, 정향피, 감잎, 동규자잎, 황기 그리고 

팥에서 높은 estrogenicity가 관찰

 - 양성대조물질인 testosterone(T)과 비교하

여 보았을 때 감초, 정향피 그리고 밤에서 

비교적 높은 androgenicity가 관찰

 - 감초와 정향피의 경우 높은 estrogenicity와 

androgenicity가 관찰 

ꋪMCF-7 세포를 이용한 내분비장애물질 억제 

활성물질 탐색

 - 감초, 당귀, 죽엽, 오미자의 경우 단독 처치

하거나 BPA와 함께 처치하 을 때 세포의 

증식수준은 non-treated수준보다 훨씬 적은

치가 관찰
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구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도

( 2000 )

국내 농산물 및 가공식품

으로부터 내분비계장애물

질 저해 활성물질을 탐색

- 오가피, 지구자씨, 홍화씨, 현미, 보리, 옥수

수, 메 , 수수, 흑미의 경우 최고농도에서 

억제하는 결과

 - 정향피, 초두구, 오가피의 경우 100 ug/ml

에서 세포의 증식이 감소되고 또한 BPA와 

함께 처치하 을 때 감소하는 경향이 관찰

 - 백모근의 경우 단독처치군에서는 향이 

나타나지 않았으나 BPA와 함께 처치하 을 

때 세포의 증식을 억제하는 경향ꋪ유효물질

의 분리, 정제 및 정제 단계별 

2차 년도

( 2001 )

내분비계 장애물질의 억제

물질의 분리, 정제 및 식품

소재화

ꋪ내분비계장애물질 억제효과 확인

  - 증류수 및 80% 에탄올 용액을 이용하여 

상온에서 24시간 추출하는 방법과 열수에서 

환류냉각장치를 이용하는 방법으로 추출방법

을 달리하여 감초추출물을 제조한 후 수율과 

활성을 비교 검토

 - 시료를 대상으로 메탄올 추출물을 제조한 

후 이를 Hexane, CHCl3, EtOAc, BuOH 및 물 

분획으로 분리한 후 추출수율 및 활성을 검토

 - 감초를 제외한 정향피 초두구의 경우 대개 

비극성 분획에서 활성이 검출

ꋪUterotrophic assay를 이용한 유효물질의    

  내분비장애물질 억제효과 확인

 - 감초와 정향피의 경우 BPA의 유의적인 억

제효과 관찰

 - 감초의 경우 Virgina와 Uterus에서 정향피

보다 높은 억제효과를 나타내어 무처치군과 

비슷한 수치가 관찰
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2차 년도

( 2001 )

내분비계 장애물질의 억제

물질의 분리, 정제 및 식품

소재화

ꋪDioxin 유전자가 도입된 HepG2 cell line을  

  이용한 유효물질의 활성확인

 - 갈근, 한국산상백피에서 XRE와 반응하여 

다이옥신과 같은 활성을 나타냈으며, 다이옥신

과 동시 처치했을 때, 유의적으로 다이옥신의 

활성억제현상을 관찰

 

ꋪ유효물질의 소재화 및 가공 특성 구명 

 - 농축된 액상 중간소재 제조공정 확립하여 

동결건조 등을 통한 분말소재 제조공정을 통

해 Tablet 형태의 제제화 시험을 통한 중간소

재화

3차 년도

( 2002 )

내분비계 장애물질에 대한 

억제물질의 이화학적 특성, 

기작 규명 및 제품화

ꋪ유효물질의 이화학적 특성 구명

 - 감초의 pH, 열, 농축정도에 따라 특성을 규

명하고 활용

ꋪ유효물질의 사람유방암 세포에서 기작 구명

 - 감초와 정향피추출물은 Bcl-2 family의 조

절을 통해 세포사멸을 유도하는 것을 관찰

 - 감초와 정향피는 내분비계 장애물질인 

BPA 또한 세포사멸과 비슷한 기전으로 억제

ꋪ유효물질의 사람전립선암 세포에서 기작 구  

  명

 - 감초와 정향피 추출물은 전립선에서 세포

증식억제를 유도하지만 그 정도와 기작이 미

비한 것으로 관찰 
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3차 년도

( 2002 )

내분비계 장애물질에 대한 

억제물질의 이화학적 특성, 

기작 규명 및 제품화

ꋪ내분비계장애물질 억제효과가 있는 유효성  

  분 및 중간소재를 이용한 기능성식품 개발

 - 관능평가결과를 통해 여러 배합비를 시험

해 감초음료를 개발

 - 음료이 외에 감초의 적정 음식 첨가량을 

개발
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제 2절 연구평가의 착안점

구      분

평가의 착안점 및 척도

착 안 사 항
척 도 

(점수)
달성도

1차년도( 2000년 )

○ 활성탐색을 위한 농산물 및 가공식품의  

   범위

○ 추출물의 유효활성 확인

○ 추출물의 유효활성도 

40%(40)  

  

30%(30)

30%(30) 

100%

2차년도( 2001년 )

○ 유효물질 분리정제의 효율성

○ Uterotrophic assay를 이용한 유효물질의  

   내분비장애물질 억제효과 확인

○ dioxin 유전자가 도입된 HepG2 cell line  

   을 이용한 유효물질의 활성확인

○ 유효물질의 가공특성 구명 및 소재화

30%(30)

20%(20)

20%(20)

30%(30)

100%

3차년도( 2002년 )

○ 활성물질의 이화학적 특성구명

○ 활성물질의 작용기작 구명

○ 활성물질의 제품화

30%(30)

40%(40)

30%(40)

100%

최종평가 

○ 원료농산물 및 가공식품중의 환경호르몬  

   억제물질 확인

○ 활성물질의 이화학적 특성 및 작용기작

○ 활성물질의 소재화 및 제품화

40%(40)

30%(30)

30%(30)

100%
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

 

   식품활성성분의 추출법과 생물학적 분석법을 이용하여 내분비계 장애물질의 대사를 억

제시키고, 동시에 내분비계에 관련된 성인병을 예방가능한 농산물 및 원료농산물의 추출물

을 특허출헌한다. 또한 본 연구과제에서 사용된 추출법과 분석법을 첨가하여 그 농산물의 

제조과정의 균일화와 표준화 작업에 활용하고 특허출헌까지 할 수 있을 것으로 생각된다.  

   위의 연구결과를 바탕으로 감초등을 국내 농산물 산업에 적극 재배를 권장함으로서 수

출증진 및 농가소득 증대에 기여한다. 그리고 응용된 기술로 벤처기업 창출을 도모하고 지

속적인 기술관리로 국내 및 해외 시장을 개척하여 국제적인 수출 촉진에도 활용될 수 있

다. 

    또한 본 과제에서 감초에 의한 사람의 유방암 및 전립선암의 세포사멸에 의한 세포증

식억제와 그 기전은 화학적 암예방 효과의 연구의 보고를 한 단계 진보시킨 것으로서, 이 

과제를 기능성 보조식품 또는 의약품에 적용하면 평소에 우리가 쉽게 섭취하던 식품으로 

부작용의 걱정없이 바로 산업화로의 활용이 가능하다.  
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제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

   내분비계장애물질이란 내분비계의 정상적인 기능을 방해하는 화학물질로서 환경중 배

출된 화학물질이 체내에 유입되어 마치 호르몬처럼 작용한다고 하여 환경호르몬으로 불리

기도 한다. 내분비계장애물질로 알려진 물질의 대부분은 산업용 화학물질이 차지하고 있으

며, 그밖에 에스트로젠 기능약물, 식물에서 생산되는 식물성에스트로젠 등이 포함된다.

이들 내분비계장애물질은 생태계 및 인간의 생식기능저하, 기형, 성장장애, 암 등을 유발하

는 물질로 추정되고 있으며 생태계 및 인간의 호르몬계에 향을 미쳐 전세계적으로 생물

종에 위협이 될 수 있다는 경각심을 일으켜 오존층 파괴, 지구온난화 문제와 함께 세계 3

대 환경문제로 등장하 다. 현재 수많은 화학물질중 명확하게 내분비장애물질로 밝혀진 것

은 극히 일부분이며, 대부분의 물질이 잠재적 위험성이 있는 것으로만 알려져 있다. 

   내분비계 장애와 관련해 연구결과 및 그 사례가 보고된 대표적 물질로는 식품이나 음

료수캔의 코팅물질 등에 사용되는 비스페놀A와 과거 농약이나 변압기절연유로 사용되었으

나 현재 사용이 금지된 DDT와 PCB, 소각장에 주로 발생되는 다이옥신류, 합성세제원료인 

알킬페놀, 플라스틱 가소제로 이용되는 프탈레이트 에스테르 및 그밖에 스티로폴의 성분인 

스티렌다량체 등이 내분비계장애물질로 의심을 받고 있다. 

   이러한 주위에서 쉽게 노출이 가능한 내분비계 장애물질에 대한 독성에 대한 연구는 

조금씩 진행되어 가고 있는 반면 그것에 대응할 수 있는 억제 방법 즉 우리가 대처해야하

는 방법에 대해서는 연구가 전무후무한 실정이다.

   이번 과제에서는 내분비계 장애물질 중 가장 많이 알려져 있고 주변에서 많이 검출되

는 비스페놀A와 다이옥신을 억제할 수 있는 물질을 우리가 평소에 섭취하는 농산물 및 원

료농산물을 통하여 찾아보았다. 결과 중에서 가장 억제 활성도가 높았던 감초는 동양에서

는 약재로 많이 쓰이지만 서양에서는 감미원료 또는 식품으로 맣이 사용되고 있다. 감초는 

주로 그 뿌리를 쓰는데 달콤한 맛의 성분인 리사이리진은 전립선암의 성장을 부추기는 

테스토스테론 부산물이 형성되는 것을 막아준다고 알려져 있다. 이 성분은 또한 DNA가 

손상되지 않도록 보호해주는 것으로 추정되고 있고 발암물질에 노출된 쥐들에 리사이리

진을 탄 물을 마시게 했더니 종양의 성장이 현저히 감소된 것으로 밝혀지기도 했다. 또한 

동양의학에서는 피부나 조직에 생긴 암과 위암 등에는 감초를 달여서 만든 약을 응용해사

용하고 있다고 한다.

   농산물 등의 식품을 이용한 기능성 식품의 개발은 현재 세계적으로 활발하게 진행되고 

있다. 대부분이 정상 세포의 유전자 변이를 막거나, 비정상 세포의 암세포 전환 및 증식을 
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억제할 수 있는 물질을 찾아내 암 예방에 활용하려는 화학적 암예방 (Cancer 

Chemoprevention) 연구이다. 화학적 암예방은 암이 이미 발생한 뒤에 항암제로 치료하는 

기존의 화학요법과는 다른 개념이다. 전통식품에 들어 있는 성분 처럼 독성이 없는 안전한 

화학물질이나 그 혼합물들을 이용하여 정상세포의 암화를 억제, 지연 또는 역전시킴으로써 

암 발생을 미리 막으려는 새로운 암퇴치 전략인 것이다. 대표적인 예방 성분으로는 녹차의 

떫은 맛과 관련된 카테킨류의 하나인 이지시지(EGCG), 토마토의 붉은 색소인 리코펜, 마

늘의 향 성분인 알릴 설파이드, 브로콜리의 향 성분인 설퍼라판 등을 꼽을 수 있다. 이지

시지와 리코펜은 맹독성의 활성산소를 중화시킴으로써 활성산소가 정상세포의 유전자를 

공격하는 것을 막고 알릴 설파이드는 발암물질이 세포내 대사 과정을 통해 활성화되는 것

을 억제하고, 설퍼라판은 세포내 해독효소를 활성화해 발암물질을 세포 밖으로 배출시키도

록 한다고 알려져 있다. 

   그러나 아직 내분비계 장애물질의 생체내 활성을 억제하거나 동시에 암예방까지 하는 

성분에 대한 연구는 보고된 적이 없다. 따라서 농산물의 정제 및 활용과 화학적 암예방 연

구를 통하여 적절한 시험법을 사용하여 유효성분의 식품소재화와 제품화에 기여하는 것이 

바람직하다.
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