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Abstract

We investigated a method to improve anticancer activities of Acer mono by ultra high pressure extraction process.
The extract yields by ultra high pressure were 9.49% and 9.87% for 5 min and 15 min processing time, respectively,
which were relatively higher than 3~4% of conventional extraction processes due to their resid bark structure.
The extract for 15 minutes extraction (HPE15) showed higher potent scavenging effect as 94.56% than the control,
BHA as 93.24%. On SOD-like test, HPE15 also showed the highest activity as 38.6% at 1.0 mg/mL concentration.
The cytotoxicity of HPE15 on normal human lung and kidney cell were below 23.54% in adding 1.0 mg/mL.
Generally, human cancer cell growth stomach adenocarcinoma (AGS), lung adenocarcinoma (A549), breast
adenocarcinoma (MCF-7), colon adenocarcinoma (Caco-2) and liver adenocarcinoma (Hep3B) were inhibited up
to 75% with higher selectivity of above 4.0. High antioxidant activity of HPE15 resulted in high anticancer activity,
and its activity was also due to higher yields of Acer mono by ultra high pressure extraction process. It was
also proved by HPLC comparison analysis.
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서 론

고로쇠나무는 뼈에 이로운 나무라는 데서 유래되었다는

속설이 있는데, 전남 광양시 백운산 지역에서는 수액 음용자

의 80% 이상이 고로쇠나무 수액의 효능에 대해 긍정적인

반응이 있었다고 보고된 바 있다(1). 현재 고로쇠나무에 관

한 연구는 거의 이루어져 있지 않으며, 수액에 관한 연구로

국내에서는 무기물과 당류 분석(2), 자작나무 수액 중에 칼

슘, 마그네슘 분석(3), 수액 성분분석과 효능(4) 등이 보고되

어 있으며, 일본의 경우는 국내에 비해 비교적 폭넓은 연구

가 이루어지고 있으나 우리나라와 마찬가지로 약리적 효과

보다는 수액의 성분분석에 관한 것으로 자작나무의 성분에

관한 연구(5) 등이 보고되고 있다. 우리나라는 고로쇠나무

수액에 대한 음용의 역사도 깊고 최근에는 수액 소비량도

증가하고 있어 수액을 이용한 산업화가 시도되고 있으나 이

를 뒷받침할 과학적 연구가 많지 않다(6). 또한 대부분의 연

구가 고로쇠 수액에 관한 것으로, 고로쇠나무 자체의 활성

연구는 분획을 통한 항산화물질 분리(7), 고로쇠와 우산고로

쇠 나무의 항산화능 및 glutathione S-transferase 활성 비교

(8), 고로쇠와 우산고로쇠 나무의 부위별 항암 및 면역조절

능 비교(9) 등만이 보고되어 있다.

산화작용은 생체에서 끊임없이 일어나는데 호흡에 산소

를 이용하는 생물체로서 산화적 스트레스에 대한 노출은 불

가피하다. 산업화와 더불어 증가되는 환경 오염물질들과 흡

연, 알코올, 방사선 등은 반응성이 높은 활성산소를 발생시

키는 원인이 되며, 산화적 스트레스에 의한 세포막과 단백질

의 분해, DNA 합성 억제 등의 손상이 유발된다(10). 하지만

SOD, catalase, peroxidase, glutathione reductase 등과 같은

체내 항산화계의 역할만으로는 한계가 있다. 인간을 비롯한

모든 호기성 생물체들은 공기 중의 산소를 이용하여 생명

유지에 필요한 에너지를 생성하는 과정에서 활성산소족

(1O2, H2O2,․OH)이 발생하며, 이들에 대한 자기방어 기구를
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가지고 있다. 그러나 생체방어 기구에 이상이 초래되거나

각종 물리, 화학적 요인들에 의해 활성산소족의 생성이 증가

되면 산화적 손상을 입게 되어 직접 또는 간접적으로 생체에

장애를 유발하는 것으로 알려져 있다(11). 특히 생체막의 구

성성분인 불포화지방산을 공격하여 생성되는 과산화지질의

축적은 생체 기능의 저하나 노화 및 성인병을 유발하는 것으

로 알려져 있다(12,13).

한편, 암은 전 세계적으로 가장 널리 퍼져있는 질병으로

해마다 많은 인구가 사망하고 있으며, 우리나라의 경우 암으

로 인한 사망률이 전체 사망률 중 높은 수치를 나타내고 있

고 발생률도 증가하고 있다. 암이 발병되어 진행이 계속될

경우 수술, 약물처방 및 방사선치료 등을 통한 집중적인 치

료를 해야 하지만 이와 같은 약물치료는 그 독성 등의 후유

증을 배제할 수 없으므로 최근 항암 및 암 예방이 우수한

새로운 천연물 중에서 안전성이 있는 약물개발이 절실히 요

구되고 있다(14,15).

초고압 처리는 최근 식품에서 영양소와 비영양성 식물성

화학물질의 섭취에 있어 가장 효율적으로 활용될 수 있는

잠재성이 큰 혁신 기술이다(16). 식품에서 초고압 처리는 열

처리가 없거나 최소 처리하여 식품을 생산할 수 있는 방법으

로 식품의 향, 맛, 영양가, 색을 기존의 물리적 처리와 비교하

였을 때 초고압 처리된 식품이 보다 더 좋은 것으로 보고되

었다(17).

초고압 기술을 약용식물의 유용 성분을 추출하는데 적용

할 수 있는데, 그에 목적을 두고 사용하는 것을 초고압 추출

이라고 한다. 기존의 전통적인 추출 방법은 추출효율이 낮고

에너지 소비가 많으며 열로 인한 많은 유용성분의 파괴, 단

백질의 변이, 성분의 손실, 가용성분 위주의 추출, 열에 대하

여 불안정한 것 등의 단점을 드러내고 있다(18). 이러한 추출

과정에서의 단점들을 초고압 공정을 이용하면 개선할 수 있

을 것으로 사료된다.

초고압 기술은 약용작물의 유효 성분을 짧은 시간 내에 추

출할 수 있으며 순도가 높은 단일 성분과 불순물이 거의 없는

추출물을 얻을 수 있다. 그것은 초고압 하에서 세포막이 파괴

(19)되어 세포 안으로 용매의 침투가 가능하여 보다 많은 성

분이 세포 밖으로 쉽게 용출되어 나올 것으로 추정하고 있다.

본 연구에서는 고로쇠나무의 수피 부위를 사용하여 초고

압 공정을 통한 추출물의 항산화 활성을 분석하였고, 항산화

력과 항암 활성이 밀접하게 연관되어 있다는 연구들(20,21)

에 근거하여 SRB(sulforhodamine B) assay에 의한 세포독

성 저감효과 및 항암활성 증진효과 측정을 통하여 고로쇠의

기능성식품 소재로서의 가능성을 밝히기 위해 연구를 실시

하였다.

재료 및 방법

실험재료

고로쇠나무의 수피를 2008년 5월에 채취한 것을 국립산림

과학원으로부터 지원받았으며, 재료를 실온에서 음건시킨

후 사용하였다.

추출 조건

초고압 추출은 고로쇠나무 수피 100 g을 비닐 팩에 물과

함께 넣어 공기가 들어가지 않도록 잘 밀봉한 후, 초고압추

출장치(Ilshin autoclave, Daejeon, Korea)를 이용하여 5000

bar의 압력으로 각각 5분, 15분간 초고압 추출을 시행하였

다. 초고압 추출이 끝난 고로쇠 수피를 수직환류냉각기가

부착된 flask에 10배의 증류수를 사용하여 60oC에서 12시간

동안 2회 반복 추출하였다. 얻어진 추출물을 감압여과장치

로 여과하여 농축․동결건조 한 후 실험에 사용하였다.

시약

세포배양에 필요한 배지로 RPMI 1640과 Dulbecco's

Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12(D-MEM/

F-12)는 GIBCO(Carlsbad, CA, USA)로부터 구입하였고,

Hepes buffer는 SIGMA(St. Louis, MO, USA)에서 구입하

였다. 혈청은 GIBCO사의 fetal bovine serum과 horse se-

rum을 이용하였고 gentamycin sulfate, trypsin-EDTA는

SIGMA사의 것을 사용하였다.

세포주 및 세포 생육 배지

실험에 이용된 세포주는 암세포로 인간 위암세포인 AGS

(stomach adenocarcinoma, human, ATCC CRL-1739,

USA), 인간 폐암세포인 A549(lung adenocarcinoma, hu-

man, ATCC CCL-185, USA), 인간 유방암세포인 MCF-7

(breast adenocarcinoma, human, ATCC HTB-22, USA),

인간 간암세포인 Hep3B(liver adenocarcinoma, human,

ATCC HB-8064, USA), 인간 대장암세포인 Caco-2(colon

adenocarcinoma, human, HTB-37, USA)를 사용하였고, 시

료 자체의 세포 독성을 알아보기 위한 정상세포로는 인간

정상 폐 세포인 HEL299(human embryonic lung, ATCC

CCL-137, USA)와 인간 정상 신장 세포인 HEK293(human

embryonic kidney, ATCC CRL-1573, USA)을 사용하였다.

DPPH radical 소거 활성

추출물의 전자공여작용(electron donating abilities, EDA)

은 각각의 추출물에 대한 DPPH (a,a-diphenyl-picrylhy-

drazyl)의 전자공여효과로 각 시료의 환원력을 측정하였다.

즉, 에탄올 1 mL, 시료 10 μL, 100 mM sodium acetate buf-

fer(pH 5.5) 990 μL를 분주한 시험관에 0.5 mM DPPH 용액

(Abs. EtOH soln.) 0.5 mL를 넣어 교반하고, 암실에서 5분간

반응을 유도한 후, 잔존 radical의 농도를 UV spectrometer

를 이용하여 517 nm에서 측정하였다(22). 전자공여능(%)은

[(1－As/Ac)×100]으로 나타내었고, As와 Ac에 실험군과

대조군의 흡광도 값을 각각 대입하여 계산하였다. 그리고

항산화제인 butylated hydroxy anisole(BHA)의 활성을 조

사하여 본 실험의 추출물과의 비교를 실시하였다.
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EDA(%)＝ ( 1－
As

)×100Ac

As: 추출물 첨가구의 흡광도

Ac: 추출물 무첨가구의 흡광도

SOD 유사활성 측정

SOD 유사활성은 Marklund와 Marklund의 방법(23)에 따

라 과산화수소(H2O2)로 전환 반응을 촉매하는 pyrogallol의

생성량을 측정하여 SOD 유사활성으로 나타내었다. 즉, 일정

농도의 시료 0.2 mL에 pH 8.5로 보정한 tris-HCl buffer(50

mM tris [hydroxymethyl] amino-methane＋10 mM EDTA,

pH 8.5) 2.6 mL와 7.2 mM pyrogallol 0.2 mL를 첨가하고

25
o
C에서 10분간 반응 후 1 N HCl 0.1 mL를 가하여 반응을

정지시켰다. 반응액 중 산화된 pyrogallol의 양은 spec-

trophotometer를 이용하여 420 nm에서 흡광도를 측정하였

다. SOD 유사활성은 시료 첨가 및 무첨가구 간의 흡광도

차이를 백분율(%)로 나타내었다.

SOD 유사활성(%)＝( 1－
As

)×100Ac

As: 추출물 첨가구의 흡광도

Ac: 추출물 무첨가구의 흡광도

단, As와 Ac는 대조구의 흡광도를 제외한 수치

정상세포 독성 및 항암활성 측정

HEL299 및 HEK293의 SRB(sulforhodamine B) assay

(24)는 세포 단백질을 염색하여 세포의 증식이나 독성을 측

정하는 방법으로 실험에 사용된 세포주로는 인간 정상 폐

세포인 HEL299와 인간 정상 신장 세포인 HEK293을 이용하

여 세포독성을 측정하였고, 항암활성은 폐암세포(A549), 위

암세포(AGS), 간암세포(Hep3B), 유방암세포(MCF-7)를 이

용하여 측정하였다. 실험 대상 세포의 농도를 4～5×104
cells/mL으로 96 well plate의 각 well에 100 μL씩 첨가하여

24시간 동안 배양(37oC, 5% CO2)한 후, 각각의 시료를 최종

농도 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 그리고 1.0 mg/mL로 100 μL씩 첨가하

여 48시간 배양하였다. 배양이 완료된 후에 상등액을 제거하

고 차가운 10%(w/v) TCA(trichloroacetic acid) 100 μL를

가하여 4
o
C에서 1시간 동안 방치한 후 증류수로 5회 세척하

여 TCA를 제거하고 실온에서 plate를 건조한 뒤 각 well에

1%(v/v) acetic acid에 녹인 0.4%(w/v) SRB용액을 100 μL

씩 첨가하고 상온에서 30분 동안 염색시켰다. 결합되지 않은

SRB 염색액은 1% acetic acid로 4～5회 정도 세척, 건조시킨

후에 100 μL의 10 mM Tris buffer를 첨가하여 염색액을 녹

여낸 후 540 nm에서 microplate reader(Molecular Devices,

THERMO max, Orleans, USA)를 이용하여 흡광도를 측정

하였다.

Selectivity 측정은 SRB assay를 이용하여 정상세포

(HEL299)에 대한 각 sample 농도에서 세포독성을 측정하

고, SRB assay를 이용하여 각 암세포주의 생육 억제 활성을

측정한 후 각 농도에서의 세포 독성에 대한 암세포 생육 억

제 활성의 비로 selectivity를 계산한다.

Selectivity＝
암세포 생육 억제 활성

정상 세포의 세포 독성

Scanning electron microscope 관찰

SEM(scanning electron microscope)은 주사전자현미경

으로 전자현미경의 전자총에서 나오는 전자선이 충돌하여

방출되는 것으로 화상을 얻기 때문에 금속성 물질과는 달리

생물 시료를 그대로 관찰할 수는 없고 반드시 금, 백금, 금합

금, 백금합금 등 작은 크기의 입자를 3〜4 mm정도 얇게 증

착하여 전도성을 획득하고 2차 전자방출 유도와 전자선으로

부터 시료를 보호하여야 하는 전처리 과정을 거쳐야 한다

(25). 전처리 과정을 통해 이온 코팅된 시료는 진공관 안에서

전자를 주사하여 선명한 이미지를 관찰하는데 이용된다. 앞

서 측정된 생리활성 결과와 더불어 공정에 따라 조직적으로

어떠한 변화가 이루어졌는지를 SEM을 통해 관찰하였다.

초고압 공정을 거친 후 세포조직의 형태학적 변화를 관찰하

기 위해 저진공주사현미경(Low Vacuum-Scanning Electron,

×400)은 일본의 Hitachi Science systems의 S-3500N으로

촬영하여 고로쇠 수피의 표면을 관찰하였다.

HPLC 분석을 통한 추출물의 물질 비교

시료 내 유용성분들의 비교를 위해 HPLC 분석용 water

에 녹여 0.45 μm syringe filter로 여과하고 물 추출물과 물

추출 후 초음파 병행 추출물, 5분의 초고압 추출물 그리고

15분의 초고압 추출물을 각각 1 mg/mL의 농도로 조제하여

Injection volume 20 μL로 측정하였다. HPLC 기기는 BIO-

TEK instrument(Milan, Italy)사의 HPLC 500 series를 사용

하여 Pump: BIO-TEK 522 controller, Column: Alltech

Prevail C18 5 μ이고 이동상은 물과 acetonitrile을 사용하였

는데 처음 10분간은 acetonitrile과 물의 비율을 20:80, 그 후

매 10분간 40:60, 60:40, 80:20으로 하였고 마지막 10분간은

20:80의 비율로 흘려보내 주었고, 유속은 1.0 mL/min으로

흘려주었다.

통계처리

Microsoft excel의 student t-test에 의해 유의성을 검정

하였다. 또한 각 활성 실험 등에 대한 각 실험결과는 tripli-

cate determinations에 의한 mean±SD로 표시했으며 각 평

균치 간의 차이는 Student t-test에 의해 p<0.001, p<0.005,

p<0.01 수준에서 유의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

추출공정에 따른 추출수율

Table 1은 고로쇠 수피의 추출수율을 나타낸 표이다. 모

든 조건 중 초고압 추출을 15분간 실시하였을 때 가장 높은
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Table 1. The extraction yields of Acer mono according to dif-
ferent extraction processes

Sample
1)

Yields (%, w/w)

WE
HPE5
HPE15

5.68±0.27*
9.49±1.31***
9.87±0.12*

Each value were compared with control at *p<0.001, **p<0.005,
***
p<0.01 by Student t-test. Mean values±standard deviation

from triplicate separated experiments are shown.
1)
WE: water extract at 100

o
C, control, HPE5: holding high pres-

sure for 5 min at 40oC with water solvent, HPE15: holding
high pressure for 15 min at 40

o
C with water solvent.

Fig. 1. Effect of extraction pressure and time on the yield.

추출량을 보였다. 추출수율은 초고압으로 15분간 추출 실시

한 것이 9.87%로 100 g의 수피에서 9.87 g의 분쇄시료를 얻

은 값이다. 이는 일반 100oC의 추출수율인 5.68%에 비해 약

1.7배 이상 증가한 것으로 나타났다. 이 또한 100 g의 수피에

서 5.68 g의 분쇄시료를 얻은 값이다. Fig. 1은 3000～7000

bar의 압력과 5분～25분의 조건으로 추출수율을 실험한 결

과이다. 그래프에서 보듯이, 15분, 5000 bar의 압력 하에서

가장 높은 9.87%의 수율을 보였다. 5000 bar보다 낮은 압력

에서는 수율이 낮은 것을 확인할 수 있고 높은 압력 하에서

나 추출시간이 길어져도 수율에는 큰 영향을 미치지 못하는

것으로 나타났다. 전체적으로 초고압 처리를 통해 추출한

것이 일반 열수추출에 비해 높은 추출 수율을 나타내었다.

이것은 기존의 추출 방법으로는 용출되어지지 않았던 성분

들이 초고압 처리를 통해 조직과 세포막의 변형으로 인해

용매들이 세포 안으로 쉽게 들어감으로써 기존 물질들의 용

출량이 증가하고 새로운 물질이 용출되어 수율이 높게 나타

난 것으로 보인다.

DPPH radical 소거활성

추출공정에 따른 고로쇠나무 수용성 추출물의 DPPH

radical 소거활성을 Fig. 2에 나타내었다. 가장 높은 활성을

나타낸 것은 초고압 15분간 처리한 추출물로써 1.0 mg/mL

의 농도에서 94.56%의 활성을 보여 대조군으로 처리한

BHA의 93.24%보다 높은 활성을 나타내었다. 94.56%의 수

치는 세 번의 실험을 통하여 94.56%, 94.55%, 94.57%의 실험

결과를 얻은 값을 triplicate determinations에 의한 mean±
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Fig. 2. Scavenging effect of the extracts from Acer mono
on DPPH. Each value were compared with control at

a
p<0.001,

bp<0.005, cp<0.01 by Student t-test. Mean values±standard devi-
ation from triplicate separated experiments are shown. BHA: bu-
tylated hydroxy anisole, WE: water extract at 100

o
C, control,

HPE5: holding high pressure for 5 min at 40oC with water solvent,
HPE15: holding high pressure for 15 min at 40oC with water
solvent.

SD로 표시했으며 각 평균치 간의 차이는 Student t-test에

의해 p<0.001, p<0.005, p<0.01 수준에서 유의성을 검증한

것이다. 모든 활성실험을 위와 같이 세 번의 실험결과를 바

탕으로 유의성을 검증하였다. 1.0 mg/mL의 농도에서 일반

열수 추출물의 84.25% 활성의 경우는 BHA의 활성보다 낮

은 값을 나타내었으나 약용 식물의 항산화 활성의 연구(26)

에서 보고된 녹차의 64.6%, 작약의 57.1%, 생강의 48.3%보

다 높은 활성을 나타내는 것으로 보아 고로쇠나무 추출물이

항산화 활성을 가지고 있으며, 또한 초고압공정을 통해 항산

화 활성이 증진된 것을 확인할 수 있었다.

SOD 유사활성

이러한 항산화효소 활성을 살펴본 결과는 Table 2에 나타

내었다. 15분간 초고압 추출물이 1.0 mg/mL의 농도에서

38.6%를 나타내었으며 15분간 초고압 추출물이 모든 농도

에서 BHA의 활성보다 높은 값을 나타내었다. 이러한 결과

는 각 실험을 세 번 진행하여 얻어진 값을 Student t-test에

의해 p<0.001, p<0.005, p<0.01 수준에서 유의성을 검증한

것이다. 5분간 초고압 추출은 0.6 mg/mL의 농도까지는

BHA보다 높았으나 그 이상의 농도에서는 낮은 활성을 나타

내었다. 나머지 추출물의 경우 모든 농도에서 BHA의 활성

보다 낮은 값을 나타내었다. 이는 Lim 등(27)이 보고한 대나

무 에탄올 추출물의 0.92 mg/mL의 농도에서 43.88%나 An

등(28)이 보고한 울금의 초임계 추출물의 500 μg/mL의 농도

에서 95.0%보다는 낮은 수치이나, Lim 등(29)이 보고한 한

국산 약용식물 77종이 30% 이하의 활성을 나타낸다는 결과

와 비교하면 일반 열수 추출물의 활성은 이와 비슷한 수치이

나 초고압 공정 추출물의 경우 이보다 높은 활성을 나타낸

것으로 미루어 초고압 공정에 의해 항산화 활성 증진이 이루

어진 것으로 사료된다.
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Table 2. SOD-like activities of the extracts from Acer mono

Sample1)
Concentration (mg/mL)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

BHA
WE
HPE5
HPE15

5.9±0.4*
3.3±1.1**
6.7±0.5
8.6±1.1

15.4±1.2
11.4±0.8*
17.4±0.9***
19.4±0.5

22.4±0.7***
14.7±1.3
22.7±1.3***
24.6±0.7**

30.1±1.3
22.1±0.4
28.4±0.6***
33.2±1.0

34.8±0.5**
23.3±1.2
32.7±0.4***
38.6±0.8*

Each value were compared with control at *p<0.001, **p<0.005, ***p< 0.01 by Student t-test. Mean values±standard deviation
from triplicate separated experiments are shown.
1)Samples are the same as in Fig. 2.

정상세포 독성

실험에 사용된 sample의 농도는 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 그리고

1.0 mg/mL로 조절하여 정상 폐 세포인 HEL299와 정상 신

장 세포인 HEK293에 대한 세포독성을 측정하였다. 먼저

HEL299에 대한 실험결과 농도가 증가할수록 세포독성이 증

가하는 것을 확인할 수 있었고, 시료 농도 0.8 mg/mL 이상의

농도에서 유의적인 독성증가를 보였다. HPE15가 모든 농도

에서 가장 낮은 세포 독성을 나타내었으며, WE가 모든 농도

에서 가장 높은 세포 독성을 나타내었다. 독성이 가장 높은

1.0 mg/mL의 농도에서 WE가 24.53%, HPE15가 20.12%로

가장 낮은 세포독성을 나타내었는데, 이는 고로쇠 수피가

가지고 있던 독성물질이 초고압 공정에 의해 파괴되거나 그

구조가 변성되어 고로쇠 수피의 독성이 낮아지는데 영향을

미쳤을 것으로 생각된다.

또한 정상 신장 세포인 HEK293을 대상으로 동일한 세포

독성 실험 결과 앞선 HEL299의 실험 결과와 유사한 양상을

보이는 것으로 나타났으며, 0.8 mg/mL 이상의 농도에서 급

격한 독성 증가 경향을 나타내었다. WE가 1.0 mg/mL의 농

도에서 26.35%의 가장 높은 세포독성을 나타내었고 HPE15

가 23.54%의 독성을 나타내며 가장 낮은 세포독성을 확인할

수 있었다. 위의 두 가지 정상세포에 대한 세포독성 측정은

세 번의 실험결과를 바탕으로 얻어진 값을 Student t-test에

의해 p<0.001, p<0.005, p<0.01 수준에서 유의성을 검증한

것이다.

Fig. 3은 HEL299와 HEK293의 세포독성 실험결과를 나

타낸 것이다. 두 가지 정상 세포의 세포독성을 비교해 볼

때 전체적으로 HEL299의 세포독성이 낮은 것으로 나타났으

며, 초고압 공정을 통해 세포독성 저감효과가 있는 것을 확

인할 수 있었다. 또한, 3가지 시료 모두 HEL299 및 HEK293

에서 비교적 낮은 세포독성을 나타내는 것으로 보아 고로쇠

추출물이 세포수준에서 안전성을 가지며 항산화 및 항암소

재로서의 사용이 가능할 것으로 사료된다.

위의 실험결과를 토대로 초고압 처리를 15분 하였을 경우

가장 낮은 세포독성을 나타내는 결과를 얻을 수 있었고, 일

반 열수 추출에 비해 낮은 세포독성을 나타내는 것을 확인할

수 있었다. 이는 고로쇠 수피가 가지고 있던 독성물질이 초

고압 공정에 의해 파괴되거나 그 구조가 변성되어 고로쇠

수피의 독성이 낮아지는데 영향을 미쳤을 것으로 생각된다.

0

5

10

15

20

25

30

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Concentration (mg/mL)

Cy
to

to
xi

ci
ty

 o
f H

EL
29

9 
(%

)

0

5

10

15

20

25

30

Cy
to

to
xi

ci
ty

 o
f H

EK
29

3 
(%

)

WE HPE5 HPE15 WE HPE5 HPE15

a
b

a

a

a
c

c

c

b b
( (

Fig. 3. Cytotoxicity of the extracts from Acer mono on nor-
mal cell line, HEL299 (bar chart, %) and HEK293 (line chart,
%) according to different extraction processes. Each value
were compared with control at ap<0.001, bp<0.005, cp<0.01 by
Student t-test. Mean values±standard deviation from triplicate
separated experiments are shown. Samples are the same as in
Table 1.

항암활성

최근 소화기계 위장관암의 한 종류인 인간 유래 위암세포

(AGS)를 포함한 많은 종양세포가 정상세포에 영향을 주지

않으면서 암세포와 같은 형질변형 세포의 apoptosis를 유도

하는 TNF-related apoptosis-inducing ligand(TRAIL)에

대한 저항성을 획득하고 있는 것으로 보고(30)됨에 따라 기

존의 암 치료 방법과는 다른 효과적인 암세포 생육 저해활성

을 보이는 항암 방법으로 두 가지 정상세포에 대해 낮은 독

성을 나타낸 고로쇠 추출물이 새로운 항암 소재로서의 역할

을 할 수 있을 것이라 생각된다.

Fig. 4는 소화기계통인 인간 위암세포 AGS에 대한 생육

억제 활성을 농도와 온도의 조건에 따른 3차원 그래프로 나

타낸 것이다. 암세포 억제활성을 살펴보면 모든 추출조건에

서 농도가 증가할수록 억제활성 역시 증가하는 경향을 보였

는데 HPE15가 78.4%로 가장 높은 억제활성을 보였다. 이는

추출 공정 다변화를 통한 홍경천의 항암활성 증진효과(31)

에서 보고된 1.0 mg/mL의 농도에서 물 60oC에서 초음파 병

행한 추출물의 76.70%보다 높은 활성을 나타낸 결과이다.

또한 인간 유래 폐암세포, A549와 인간 유래 유방암세포

인 MCF-7에 대한 결과(Table 3), 모든 추출물 첨가 시 농도

의존적으로 항암활성이 증가하는 것을 확인할 수 있었고,
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Table 3. Inhibition ratio of human lung adenocarcinoma cell and breast adenocarcinoma cell growth and their selectivity in
adding sample

Concentration
(mg/mL)

Sample
1)

Human cancer cell lines

A549 MCF-7

Inhibition ratio (%) Selectivity Inhibition ratio (%) Selectivity

0.2
WE
HPE5
HPE15

14.84±0.24***
20.13±0.56**
20.53±0.25*

2.34±0.03**
3.42±0.05
4.53±0.21

12.8±0.41*
19.2±0.21
19.5±0.09

2.03±0.01***
3.26±0.02
4.30±0.13

0.4
WE
HPE5
HPE15

28.64±0.15
30.21±0.24*
32.16±0.28

3.48±0.11
4.07±0.02
4.44±0.06**

25.4±0.28**
28.4±0.34
29.7±0.57

3.09±0.02
3.82±0.01*
4.10±0.04

0.6
WE
HPE5
HPE15

37.14±0.52
54.26±0.26
60.23±0.19***

2.77±0.03
4.33±0.03**
5.55±0.04

35.7±0.24
40.8±0.14***
41.6±0.25

2.66±0.05**
3.26±0.03
3.83±0.07*

0.8
WE
HPE5
HPE15

55.64±0.47
73.15±0.22
77.48±0.43

3.40±0.12*
5.13±0.08
5.81±0.03

48.3±0.08
59.8±0.06
60.4±0.41**

2.95±0.12
4.20±0.08*
4.53±0.03

1.0
WE
HPE5
HPE15

60.21±0.45
76.41±0.54
79.54±0.28***

2.45±0.04
3.36±0.08
3.95±0.02**

55.0±0.37
63.5±0.22
66.6±0.17

2.24±0.01
2.79±0.05***
3.31±0.06*

Each value were compared with control at *p<0.001, **p<0.005, ***p<0.01 by Student t-test. Mean values±standard deviation from
triplicate separated experiments are shown.
1)Samples are the same as in Table 1.

Fig. 4. Inhibition ratio of human stomach adenocarcinoma
cell growth in adding the extracts of Acer mono as a function
of extract temperature and concentration. Each value were
compared with control at

a
p<0.001,

b
p<0.005,

c
p<0.01 by Student

t-test. Mean values±standard deviation from triplicate separated
experiments are shown. 100: water extract at 100oC, control, 40*:
holding high pressure for 5 min at 40

o
C with water solvent, 40

**
:

holding high pressure for 15 min at 40oC with water solvent.

A549의 경우 HPE15의 암세포 억제 활성이 가장 높은 것으

로 나타났다. 특히, 0.8 mg/mL의 농도에서 77.48%의 암세포

억제 활성과 5.81의 높은 selectivity를 나타내어 효과적인

항암활성을 확인하였다. 이와 같은 결과는 감귤 농축액에서

배양한 운지버섯 배양 추출물의 항산화 및 항암활성에 관한

연구(32)에서 보고된 A549에 대한 암세포 생육 저해율 실험

에서 6.0 mg/mL의 처리 농도일 때의 82%와 비교하면 0.8

mg/mL의 농도에서 보여준 77.48%의 A549 생육저해 활성

과 비교하였을 때 낮은 세포독성에 비해 높은 암세포 생육저

해 활성을 나타낸 것이라 판단되며, 따라서 초고압 공정에

의한 추출물의 효과적인 항암활성을 기대할 수 있을 것이라

사료된다.

또한 MCF-7의 경우 가장 높은 암세포 억제활성을 보인

1.0 mg/mL의 농도에서 HPE15의 69.6% 암세포 억제활성

및 3.46의 selectivity를 나타내었다. 이는 짚신나무 추출물의

항암활성에 관한 연구(33)에서 보고된 500 μL/mL의 추출물

을 첨가한 핵산 층에서 나타난 83.2%나 부탄올 층의 80.7%

보다는 낮은 수치이나 에틸아세테이트의 67.3%보다는 높은

암세포 억제활성으로 초고압 공정에 의해 높은 활성을 나타

내는 효과를 볼 수 있다.

Fig. 5는 인간 정상 폐 세포인 HEL299에 대해 비교적 낮

은 13.33%의 세포 독성을 보이며 77.48%의 높은 암세포 억

제 활성과 5.81의 높은 selectivity를 나타낸 0.8 mg/mL 농도

에서의 암세포 생육 저해활성 및 selectivity를 호흡기 계통

의 암세포인 A549와 내분비계 암세포인 MCF-7을 비교한

것이다. 위의 두 가지 암세포 억제 활성의 결과 호흡기계통

인 A549 암세포 억제활성이 내분비계통인 MCF-7의 암세

포 억제활성보다 높은 결과를 나타내었다. 이는 HEL299 정

상 폐 세포의 낮은 세포독성 결과와 함께 고로쇠 수피 추출

물이 호흡기계통의 암세포에 효과적인 암세포 생육 저해 활

성 및 높은 selectivity를 보임으로써 호흡기 암세포의 억제

활성에 효과적인 항암소재로의 개발 가능성을 나타낸 결과

라 사료된다.

앞의 세포독성 실험결과에서 0.8 mg/mL를 초과하는 농

도에서의 세포독성이 급격하게 증가함을 고려해 볼 때, 고로

쇠 추출물의 항암소재로서의 활용을 위해 특정농도에서 세

포독성이 낮고, 항암 활성성분의 용출을 극대화할 수 있는
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Table 4. Inhibition ratio of human digestive related cancer cells, Hep3B and Caco-2 with their selectivity in adding the extracts
of Acer mono by different extraction processes

Hep3B Cell lines Caco-2

0.6 0.8 1.0 Concentration (mg/mL) 0.6 0.8 1.0

Inhibition ratio (%)

38.14±1.1***
56.31±2.6**
57.41±1.3*

42.84±1.6**
68.48±2.2
72.15±1.6**

55.84±2.1
78.10±3.2
82.90±3.6

WE
1)

HPE5
HPE15

33.54±2.8**
35.17±2.7
40.28±1.1*

45.94±0.3
50.41±2.4*
53.24±1.7

52.42±3.3**
58.74±2.5
61.31±1.8***

Selectivity

2.84±0.2
4.49±1.1
5.29±2.1***

2.62±1.2*
4.81±0.6
5.41±0.7*

2.28±1.1
3.43±0.4***
4.12±2.1

WE
HPE5
HPE15

2.50±2.1
2.81±1.1*
3.71±1.5

2.81±0.3
3.54±0.7
3.99±0.4

2.14±0.7*
2.58±1.1
3.05±1.9*

Each value were compared with control at *p<0.001, **p<0.005, ***p<0.01 by Student t-test. Mean values±standard deviation from
triplicate separated experiments are shown.
1)Samples are the same as in Table 1.

Fig. 5. Inhibition ratio of growth A549 (bar chart, %) and
selectivity (point chart) in adding the crude extracts of Acer
mono. Each value were compared with control at ap<0.001,
bp<0.005, cp<0.01 by Student t-test. Mean values±standard devi-
ation from triplicate separated experiments are shown. WE: water
extract at 100

o
C, control, HPE5: holding high pressure for 5 mi-

nutes at 40oC with water solvent, HPE15: holding high pressure
for 15 minutes at 40oC with water solvent.

공정의 최적화에 관한 연구가 필요할 것으로 사료된다.

앞선 정상세포 세포독성 실험이나 암세포에 대한 생육 저

해율을 측정한 결과 전반적으로 0.6, 0.8, 1.0 mg/mL의 농도

에서 높은 선택적사멸도를 가지며 두 가지 정상세포에 작용

하는 세포독성에 비해 높은 암세포 생육 저해 활성을 가지고

있는 것으로 확인되어 위의 세 가지 농도에서 같은 소화기계

통인 인간 간암세포 Hep3B와 인간 대장암세포 Caco-2에

대한 항암 활성을 비교한 것을 Table 4에 나타내었다.

Hep3B와 Caco-2에 대해 앞선 암세포들의 실험결과와 유사

하게 전체적으로 HPE15의 암세포 억제 활성이 가장 높았다.

간암세포인 Hep3B의 경우 1.0 mg/mL의 농도에서 82.90%

의 가장 높은 활성, 0.8 mg/mL의 농도에서 5.41의 가장 높은

selectivity를 나타내었다. 대장암세포인 Caco-2의 경우

Hep3B의 결과와 마찬가지로 HPE15의 활성 및 selectivity

가 가장 높았다. 그러나 같은 소화기계 암세포이지만 Hep3B

가 Caco-2의 암세포 억제 활성보다 높은 값을 나타내었다.

이는 같은 계통이라 하더라도 추출물 별로 특정세포에 더

좋은 효과를 나타내는 활성물질이 있는 것으로 사료되며,

특히 간암세포에 대해 높은 selectivity와 함께 높은 암세포

생육 저해율을 보였는데 간암은 잔존 간 기능과 환자의 활력

상태 및 지속적인 관리 등이 치료에 영향을 미치는 중요한

인자로 작용한다는 점에서 다른 암과는 구별되며 종양 특성

상 성장과 침윤이 빨라 암화가 상당히 진행된 상태에서의

치료가 어렵다는 특징이 있다(34). 따라서 간암을 일으키는

요인에 대한 연구와 함께 그에 대한 요인을 선택적으로 조절

할 수 있는 치료가 필요하며, Hep3B에 대한 초고압 공정을

통한 고로쇠 추출물의 암세포 생육 저해율의 결과 0.6～1.0

mg/mL의 고농도에서 특정 암세포에 대한 높은 selectivity

와 항암활성을 나타낸 결과를 바탕으로 고로쇠 추출물의 기

능성식품 소재로서의 활용을 기대할 수 있을 것으로 사료된다.

HPLC 분석을 통한 추출물의 물질 비교 분석 결과

Fig. 6은 고로쇠 각 시료를 HPLC를 사용하여 측정한 결과

를 나타낸 것이다. HPLC결과를 분석해 보면 모든 추출물이

약 16분 사이에서 주요 peak를 나타낸 것을 확인할 수 있다.

물 추출물과 물 추출 후 초음파 병행한 추출물의 peak들을

살펴보면 (A)에 비해 초고압 공정을 거친 추출물들의 peak

간의 차이를 볼 수 있는데, 이 peak들의 작은 차이가 일반

물 추출물과 초고압 추출물간의 다른 생리활성 결과를 낳는

것으로 사료된다. 또한 초고압 공정을 거친 추출물의 peak를

살펴보면 일반 물 추출물보다는 5분간 초고압 공정을 거친

추출물의 peak가 더 다양하고 특히 16분경에 나타난 peak의

높이 및 면적이 더 높고 넓은 것을 확인할 수 있었고, 15분간

초고압 공정을 거친 추출물의 peak는 5분간 공정을 거친 추

출물에 비해 잔 peak가 많은 것을 확인할 수 있고, 16분경의

peak도 더 높고 넓이가 넓은 것을 확인할 수 있었다. 전체적

으로 살펴보아 물 추출물에 비해 초음파 병행 추출물, 초고

압 공정을 거친 추출물에서 더 다양한 성분의 검출이 이루어

진 것을 확인할 수 있었고, 나아가 공정의 변화에 따른 추출
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(A) (B) (C)

Fig. 6. Comparison of HPLC peak of Acer mono according to different extraction processes. A: water extract at 100oC, control.
B: holding high pressure for 5 min at 40oC with water solvent. C: holding high pressure for 15 min at 40oC with water solvent.
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Fig. 7. Comparison of bark structure of Acer mono after treated high pressure extraction for 5 or 15 min by scanning electron
microphotographs (SEM). A: water extract at 100

o
C. B: holding high pressure for 5 min at 40

o
C with water solvent. C: holding

high pressure for 15 min at 40oC with water solvent.

물의 용출에 관한 성분분석이 이루어져야 할 것으로 사료된다.

Scanning electron microscope 관찰

일반 열수추출, 초고압 공정 5분 및 15분 추출 후 조직

파괴의 형태를 관찰하기 위하여 저진공주사현미경을 이용

하여 고로쇠 수피의 표면을 400배로 확대하여 관찰하였다

(Fig. 7). (A)는 100oC에서 일반 열수추출 한 것으로 고로쇠

수피 표면의 조직이 비교적 대부분 파괴되지 않고 정상 상태

의 형태를 유지하고 있는 반면 초고압 공정을 실시한 (B),

(C)는 (A)와 비교하여 표면의 조직이 손상되고 많이 파괴되

어 있는 모습을 볼 수 있다. 이와 같은 초고압 공정을 통해

표면조직 사이의 결합이 파괴되어 고로쇠 수피에 함유되어

있던 유용물질이나 신물질이 기존의 열수추출이나 에탄올

추출에 비해 더 잘 빠져나와 암세포 억제활성이 증진된 것으

로 사료된다. 또한 초고압 공정에 의해 고로쇠에 함유되어

있는 독성물질이 파괴되거나 변성되어 세포독성 저감에도

영향을 미친 것으로 보인다. 이러한 결과는 초고압 공정을

통해 얻은 추출물의 세포독성의 경우 일반 열수 추출물의

세포독성보다 낮은 것에 반해 항산화 활성 결과나 항암활성

결과 및 HPLC 분석결과를 통해 초고압 공정을 통해 활성이

증가한 결과를 미루어보아 초고압에 의해 독성물질은 파괴

되거나 변성되고, 유용생리활성물질의 용출은 증대되었다

고 볼 수 있겠다. 따라서 본 연구를 통해 초고압 공정에 의한

활성 증진 효과를 확인할 수 있었고, 본 연구를 바탕으로

하여 활성증진의 원인을 찾기 위한 연구가 수반되어야 할

것으로 보인다.

요 약

본 연구에서는 초고압 공정을 통하여 기존의 일반 열수추

출공정과 비교함으로써 초고압 공정에 의한 항산화 활성 증

진 및 항암활성 증진 효과를 확인하였다. 기존의 추출공정과

비교하여 높은 압력 하에서 추출수율이 증가한 것은 시료의

세포막이 비가역적으로 분해되어 막 투과성이 증가되어 물

질 이동이 용이하게 되어 용매가 세포 안으로 들어가 보다

많은 성분이 세포 밖으로 쉽게 용출되어 나오는 결과라고

추정된다. DPPH radical 소거활성을 측정한 결과, 네 가지의

추출물 중 15분간 초고압 처리한 추출물의 활성이 1.0

mg/mL의 농도에서 94.56%로 가장 높은 활성을 보였고, 또

한 BHA의 93.24%보다 높은 활성을 보였다. SOD 유사활성

결과를 살펴보면 15분간 초고압 처리를 한 추출물의 활성이

모든 농도에서 대조군으로 비교한 BHA의 활성보다 높았고,

열수추출의 활성보다 높은 결과를 나타내었다. 인간의 정상

폐 세포인 HEL299를 이용한 세포 독성은 초음파 공정을 15

분간 처리한 추출물 1.0 mg/mL의 농도에서 20.12%로, 일반

열수 추출물의 24.53%보다 낮은 세포독성을 나타내어 초고

압 공정을 통한 세포독성 저감 효과를 확인할 수 있었다.

또한 인간 정상 신장 세포인 HEK293을 이용한 세포 독성



고로쇠 수피 초고압 추출물의 항암활성 증진 1251

실험에서도 1.0 mg/mL의 농도에서 초고압 처리를 15분 동

안 한 추출물이 23.54%를 나타내어 일반 열수 추출물보다

약 3% 낮은 독성을 보였다. 암세포 억제활성 측정은 AGS,

A549, MCF-7, Hep3B, Caco-2의 세포를 이용하여 실험을

하였다. 위의 4가지 암세포에서 1.0 mg/mL의 농도에서 70%

이상의 높은 암세포 억제 활성을 보였고, 암세포의 생육활성

에 대한 정상 세포의 세포독성의 비로 나타낸 선택적사멸도

는 1.0 mg/mL의 농도에서 4 정도로 나타났으며, 초고압 공

정에 의한 추출물의 사멸도가 높게 나타났다. 본 실험 결과

를 통하여 기존의 일반 열수 추출에 비해 초고압 공정을 통

한 추출물의 수율향상 및 세포독성 저감 효과를 확인할 수

있었는데, 이는 초고압에 의한 고로쇠 수피 표면조직의 파괴

와 성분 변화로 인한 유용물질 및 신물질의 대량 용출과 함

께 독성물질이 파괴되거나 변성되어 나타난 결과라고 생각

된다. 또한 항산화 활성 및 항암활성 증진효과를 확인할 수

있었는데 이를 통해 고로쇠나무의 항산화제 및 항암 신소재

로의 가능성을 확인할 수 있었다. 더 나아가 초고압 공정에

의해 용출된 성분의 분리 및 성분 분석에 관한 연구가 더

필요할 것으로 사료된다.
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