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This study was aimed to investigate the contents of flavonoids and the biological activity of
fermented beverage of medical plants, DeulBit (DB). 50 g of Cassia semen (Cassia tora L.), 50 g of
Omija (Schisandra chinensis Baillon.), 50 g of Gugija (Lycium chinense Mill), 50g of Menthae herba,
75 g of Chrysanthemum indicum Linne, 25 g of Dioscorea batatas, 5 g of Lindera obtusiloba Blume,
150 g of Polygonatum odoratum, 25 g of Glycyrrhiza uralensis, 25 g of Acanthopanacis cortex, 100 g
of green tea (Camellia sinensis), and 100 g of Laminaria japonica was fermented with sucrose
(50.0~60.0oBrix.) and 0.5% of deep sea water in 10 L of distilled water for six months at room
temperature. Total flavonoids contents of DB was calculated to 3.4±0.5 µg/g and antioxidative
activity of DB was measured by using DPPH radical scavenging and SOD-like activity. DPPH
radical scavenging and SOD-like activity of DB was 96% and 29% at 100% of DB, respectively.
In addition, DB indicated about 88% and 66% of the xanthine oxidase and angiotensin converting
enzyme inhibitory activities at 1% and 10% of DB, respectively and showed fibrinolytic activity.
Nitric oxide (NO) synthesis was increased to 15 times by addition of DB. In addition, NO
productions of the macrophages RAW264.7 cells stimulated with lipopolysaccharide (LPS) were
reduced to 40.4% by addition of DB. These results suggested that DB is significant role for
antioxidative and fibrinolytic activity, and have the strong xanthine oxidase and angiotensin
converting enzyme inhibitory activities.
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서 론

최근 생활수준의 향상으로 평균수명의 연장과 건강에 대한

관심이 높아지고 식습관에 기인하는 여러 가지 만성질환의 증

가로 인해 항산화, 항암, 면역증진 및 혈행개선 등의 생리활성

을 갖는 약용식물에 대한 연구가 진행되게 되었다[Lee 등,

2003; Sun과 Tanumihardjo, 2007]. 특히, 한의학 및 민간요법에

서 그 효능을 인정받고 있던 생약재가 생체내에서 식균작용을

활성화하고 항체의 생성을 촉진시키는 등 질병에 대한 방어력

을 증가시켜 만성질환을 예방하고 치료하는데 효과적인 것으로

알려졌다[Lee 등, 2004]. 따라서, 동서양을 막론하고 생약재에

대한 관심이 높아지고 있으며, 약물로 인한 부작용을 극복하기

위하여 약용식물로부터 생리활성을 가진 물질 검색이 많이 이

루어지고 있을 뿐 아니라, 건강음료 개발에 약용식물을 활용하

고자 하는 연구가 이루어지고 있다[Kang 등, 1997].

현재 시판되고 있는 건강음료의 종류는 섬유소를 주로 한 변

비예방과 정장작용을 돕는 것이거나 체중조절을 위한 것, 체내

수분과 전해질공급을 위한 것이 대부분이며, 아직은 약용식물

을 이용한 음료개발에 관한 연구가 일부 영역만을 다루고 있어
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건강기능성 음료로 활용하기 위해서는 앞으로 다각적인 연구가

요구된다. 이에 약용식물이 함유하고 있는 여러 가지 생리활성

물질들을 효소로 활성화시켜 다양한 생화학반응을 일으킴으로

해서 식물체의 성분들이 소화·흡수되기 쉬운 형태로 전환될

수 있게 하여 새로운 생리기능을 하는 물질로 변화시키거나 유

용성분이 증가한 음료를 개발하는 것이 부각되고 있다. 더욱이

최근 들어 식품의 발효를 통해 생성되는 유기산 및 분해산물들

이 건강에 좋다는 연구 결과 등이 발표되면서 발효식품의 인기

는 점점 높아지고 있는 실정이다[Ahn 등, 2000; Bae 등,

2002]. 효소를 이용한 식품개발로는 미생물의 활동으로 유기화

합물이 분해되면서 알코올, 유기산, 탄산가스 등 분해산물을 생

성하는 발효의 과정이 있다. 이는 오래전부터 이용되어 왔는데,

과실 전통발효의 경우가 해당된다. 주로 발효성 당이 다량 함

유되어있는 과실을 발효시켜 술로 많이 이용되어 왔는데, 탄수

화물원이 부족할 경우에는 발효원료에 설탕, 전분 등 탄수화물

원을 첨가하여 발효해왔다[Hong 등, 2006]. 또한, 식물체에는

여러 가지의 효소가 함유되어 있는데 그 효소 자체를 섭취하게

함으로써 체내에서 신진대사 기능을 촉진되게 할 뿐만 아니라

발효시키면서 더 많은 효소들이 활성화 되어 여러 가지 효능효

과를 가지게 한다.

따라서 본 연구에서는 문헌 등을 통해 생리활성효과 등이 있

다고 알려진 약재들을 혼합하여 발효 시켜서 만든 약초 음료(들

빛)의 효능에 대한 객관적 검증을 위해 면역기능 증진 및 혈행

개선 효과, 그리고 항산화 효과에 대한 실험을 하고자 하였다.

재료 및 방법

시료. 본 실험에 사용된 실험 재료는 경상남도 거창 농가와

한약재 판매상으로부터 구입하였으며, 증류수 10 L에 결명자

50 g, 오미자 50 g, 구기자 50 g, 박하 50 g, 국화 75 g, 산마

25 g, 생강 5 g, 둥글레 150 g, 감초 25 g, 오가피 25 g, 녹차

100g과 다시마(100 g) 및 미네랄 수(해양성심층수, 0.5%)를 부

재료로 첨가하여 당의 농도가 50.0~60.0oBrix가 되도록 설탕시

럽을 넣은 후 약 6개월 동안 실온에서 발효시켰다. 이 발효액

을 들빛이라 명명하였고, 시료로 사용하기 위해 들빛 발효액은

여과하였으며 4oC에서 냉장 보관하였다. 이 발효액의 pH는 4.9

였다.

HPLC 분석. Flavonoids 분석을 위한 표준용액(quercetin,

kaempferol, myricetin, apigenin, luteolin 및 rutin)은 1 mg/mL

의 농도로 메탄올에 용해시켜 사용하였고, 시료(10 mg/mL)는

메탄올에 용해 한 후 Sea-pak C18 cartridge와 0.2 µm filter로

여과하여 HPLC 분석용 시료로 사용하였다. 분석용 column은

Octadecylsilane(ODS) C18(4.6×25 cm, 5 µm)을 사용하였고, 용

매는 MeOH/H2O/Acetic acid(5/93/2, v/v)와 60% MeOH를 사

용하여 linear gradient해서 55분간 용출 시킨 후 15분간은

60% MeOH로서 용출하였다. Total flow rate은 1mL/min로 하

였고, detector는 UV 370 nm에서, column temp. oven은 30oC

로 하여 Shimadzu LC-10AD으로 분석하였다.

전자공여능(Electron donation ability: EDA) 측정. 전자공여

능 측정은 Blois[1958]의 방법에 따라서 각 시료의 DPPH(1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl)에 대한 수소공여 효과로 측정 하였다.

추출시료를 DMSO에 녹여 농도별로 희석하여 시료 40 µL와

1.5 mM DPPH용액 160 µL를 섞은 후, 37oC에서 30분 동안 반

응시킨 다음 ELISA reader를 이용하여 520 nm에서 흡광도를

측정하였다. 전자공여능(Electron donating ability, EDA)은

EDA(%)=[(대조구흡광도-시료첨가구흡광도)/대조구흡광도]×100

으로 계산하였다. 시료를 첨가하지 않은 대조그룹과 흡광도차

를 비교하여 프리라디칼의 제거활성을 백분율로 나타내었다.

SOD 유사활성(Superoxide dismutase-like activity: SODA)

측정. 추출물의 SOD 유사활성은 Marklund와 Marklund[1975]

의 방법에 따라 과산화수소(H2O2)로 전환시키는 반응을 촉매하

는 pylogallol의 산화 정도를 측정하여 SOD 유사활성으로 나타

내었다. 각 추출시료를 DMSO에 녹여 농도별로 희석하여, 시

료 10 µL에 pH 8.5로 보정한 Tris-HCl buffer(50 mM tris

[hydroxymethyl] aminomethane, 10 mM EDTA, pH 8.5) 150

µL와 7.2 mM pyrogallol 10 µL를 첨가하여 25oC에서 10분간

반응시킨 후 1 N HCl 50 µL를 가하여 반응을 정지 시켰다. 반

응액 중 산화된 pyrogallol의 양은 ELISA reader를 사용하여

420 nm에서 흡광도를 측정하였다. SOD 유사활성은 추출물 첨

가구와 무첨가구 사이의 흡광도 차이를 백분율(%)로 나타내었다.

SODA(%)= ×100

A: 추출물 첨가구의 흡광도, B: 추출물 무첨가구의 흡광도

Xanthine oxidase(XOase)에 의해 생성된 Superoxide radicals

소거능 측정. XOase에 의해 생성된 superoxide radials 소거능

은 NBT(nitro-blue tetrazolium)환원법[Parejo 등, 2002]을 사용

하여 검정하였다. 즉, 0.8 mM xanthine을 포함하는 0.1 mM

phosphate buffer(pH 8.0) 0.5 mL와 0.48 mM NBT를 포함하는

0.1 mM phosphate buffer(pH 8.0)에 시료를 농도별로 각각 처

리하여 혼합한 후, 37oC에서 5분간 incubation하엿다. 반응물에

xanthine oxidase(0.049 U/mL)를 1.0 mL을 가하여 37oC에서 20

분간 incubation시켰다. 그 후, 69 mM SDS를 2.0 mL을 첨가하

여 반응을 정지 시킨 후 560 nm 흡광도에서 측정하였다. 농도

별 시료에 따른 NBT 환원에 대한 저해능은 다음과 같은 식으

로 계산하였다.

XOase inhibition(%)= ×100

B(blank): 0.8 mM xanthine 포함한 0.1 mM buffer(pH 8.0)와

69 mM SDS만 첨 가한 반응액 흡광도. C(control): 시료대신

0.48 mM NBT를 첨가한 반응액 흡광도. S(Sample): 시료 첨가

한 반응액 흡광도.

ACE(Angiotensin I-Converting Enzyme) 저해능 측정.

ACE저해 활성은 Cushman 등[1971]의 방법에 따라 측정하였으

며, 조효소액은 rabbit lung acetone powder(Sigma USA)를

0.3 M NaCl을 함유한 0.1 M sodium borate buffer(pH 8.3)에

1 g/mL(w/v)의 농도로 4oC에서 24시간 추출한 후, 4oC, 4,000

rpm에서 40분간 원심 분리하여 상등액을 ACE 조효소액으로

1
A

B
----–

⎝ ⎠
⎛ ⎞

C S–

C B–
--------------
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사용하였다. 기질은 0.3 M NaCl 이 함유된 0.1 M sodium borate

buffer(pH 8.3)에 HHL(hippuryl-histidyl-leucine)을 5 mg/mL(w/v)

의 농도로 녹인 후 기질로 사용하였다. ACE 저해활성은 시료

50 µL에 ACE 조효소액 50 µL를 가한 다음 37oC에서 5분간 예

비반응 시킨 후, 기질 50 µL을 가한 후 다시 37oC에서 1시간

반응 시켰다. 1 N HCl 150 µL로 반응을 정지시키고 ethyl

acetate 750 µL 가한 후, 1분간 교반하고 4oC, 5,000 rpm에서

10분간 원심 분리 한 후 상등액 500 µL를 얻었다. 이 상등액을

120oC에서 30분간 완전히 건조 시켜 MeOH 2 mL을 넣은 후

228 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조구로서는 추출물 대신

추출용매 50 µL를 가해 실험 하였으며, ACE 저해 활성효과는

다음 계산식을 이용하여 실험하였다.

ACE inhibition(%)=(C−S/C−B)×100

S: Sample absorbance. C: Control absorbance. B: Blank

absorbance

혈전분해능 측정. 혈전용해 활성의 측정에 있어서는 Astrup

와 Hullertz[1952]의 방법을 변형하여 사용하였다. 0.4%

Fibrinogen(Sigma)을 sodium borate buffer(10 mM sodium

borate, 160 mM boric acid, 40 mM NaCl. Merk)에 녹인 다음

직경 87×10 mm petridish에 10 mL을 넣은 후 thrombin(1,000

unit/mL Sigma) 20 unit를 첨가하여 실온에 30분간 방치하여 응

고시켰다. 응고된 fibrin plate 에 각 시료를 적당량 점적하여

37oC에서 반응시켜 용해된 분해면적을 측정하였으며, 활성의 세

기를 측정하기 위하여 혈전분해효소 plasmin과 비교 후 unit로

환산하여 단위를 정하였다.

세포배양. 마우스대식세포주인 RAW264.7 세포는 American

Type Culture Collection(ATCC, Manassas, VA. USA)에서 구

입하였으며, 세포배양에 사용된 배지인 RPMI 1640 medium

(Eagle’s MEM)과 fetal bovine serum(FBS), Hank’s balanced

salt solution(HBSS) 등은 모두 Hyclone(Logan, UT, USA)의

제품을 구입하여 사용하였다. RAW264.7 세포주는 10% FBS와

100 unit의 penicillin과 streptomycin이 함유된 RPMI 1640

media를 사용하여 5%의 이산화탄소를 포함한 37oC의 포화습도

공기조건하에서 배양하였다.

Nitric oxide(NO) 생성량 측정 및 cell viability 측정. NO의

생성은 비색법으로 세포 상등액에 축적되는 nitrite 양을 측정하

였다. 대식세포를 세포 배양판에 5×105 cells/mL의 세포가 되

도록 재부유하여 LPS(10 µg/mL)의 자극하에 24시간 배양하고

그 배양 상층액 내의 NO를 Griess 시약과 반응시켜 측정하였

다[Marletta, 1993]. 100 µL의 세포배양 상층액을 취하여 동량의

Griess 시약[1% sulfanilamide(30% acetic acid)와 0.1% N-(1-

naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride(60% acetic acid) 혼

합액]을 가하여 상온에서 20분간 반응시켰다. NO의 활성 정도

는 ELISA 판독기를 사용하여 540 nm 흡광도를 측정하였다.

세포독성 실험은 mitochondrial dehydrogenase activity의

index를 나타내는 MTT colorimetric reduction assay 법으로 추

출물이 세포생존율에 미치는 영향을 분석하였다[Marletta, 1993].

96-well microtiter plate(Nunc, Vangaard, Neptune, NJ)에

RAW 264.7 macrophage를 1×105 cells/well의 농도로 분주하였

다. 분주 24시간 후 각 추출물이 함유되어 있는 배지를 100 µL

씩 넣어 48시간 동안 배양하였다. Plate에 MTT 2 mg/mL 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide(MTT,

Sigma) 용액을 20 µL씩 첨가하여 4시간 동안 배양시키고

formazan을 형성시키 후 조심스럽게 상등액을 제거하였다.

DMSO 150 µL을 첨가하여 formazan을 녹인 후 570 nm에서

흡광도를 측정하였다.

결과 및 고찰

플라보노이드 함량. 지금까지의 보고에 의하면 항산화능과 플

라보노이드의 함량에는 비례적인 연관성이 있다고 알려져 왔다

[Makris와 Rossiter, 2001]. 이러한 결과는 Kang[1993]이 감귤껍

질에서 플라보노이드를 분리 추출하여 실시한 산화억제능에서

도 동일한 결과를 나타낸 바 있다. 또한 Kim 등[1995]이 대두

에서 각종 용매를 이용하여 플라보노이드를 추출하여 실험한

항산화능에서도 동일한 결과를 나타내었으며 붉나무 순차용매

추출물의 항산화 효과를 비교한 Lee 등[1993]의 연구결과에서

도 이러한 사실을 입증한 바 있다. 본 연구에서는 들빛 발효액

에 대한 플라보노이드 함량을 HPLC로 정량 분석하여(Table 1)

항산화능을 예측하고자 하였다. Quercetin은 들빛 발효액에서

0.03±0.002 mg/g의 함량을 보였지만, kaempferol와 myricetin은

관찰되지 않았다. Apigenin은 0.335±0.007 mg/g으로 높은 함량

을 나타내었고, luteolin의 경우에서도 0.430±0.003 mg/g으로 관

찰되었다. 대표적인 플라보노이드계 물질인 rutin은 들빛 발효

액에서 2.6±0.006 mg/g으로 훨씬 높은 함량을 보이고 있는데,

이로써 총 플라보노이드의 함량은 들빛 발효액에서 3.4±0.005

mg/g으로 나타났다. 하지만, 발효전의 플라보노이드 함량 측정

시 quercetin, kaempferol, apigenin, luteolin, rutin은 0.534±

0.007, 0.015±0.002, 1.1±0.008, 2.5±0.004, 36.8±0.009 mg/g으

로 총 플라보노이드의 함량이 41.0±0.013 mg/g으로 나타나 들

빛 발효액 보다 높은 수치를 보였다. 그럼에도 불구하고, Fig.

2에서 들빛 발효액은 높은 라디칼 소거능을 나타내고 있는데,

이는 약용식물이 함유하고 있는 여러 가지 생리활성 물질들이

발효로 인하여 항산화효과를 나타내는 새로운 생리활성 물질로

변화한 것으로 추정된다.

DPPH를 활용한 항산화활성. 인체내의 free radical은 지질,

Table 1. The contents of flavonoids of DeulBit (DB) and medical

plants before fermentation (BDB) (mg/g)

Flavonoids DB BDB

Quercetin 00.03±0.002 0.534±0.007

Kaempferol - 0.015±0.002

Myricetin - -

Apigenin 0.335±0.007 001.1±0.008

Luteolin 0.430±0.003 002.5±0.004

Rutin 002.6±0.006 036.8±0.009

Total 003.4±0.005 041.0±0.013

Flavonoids were analyzed by HPLC.
Results are presentated as means±SD of three independent experiments.



94 조은경·갈상완·최영주

단백질 등과 반응하여 생체의 노화를 촉진할 수 있는 물질로,

이러한 free radical을 제거할 수 있는 천연물질에 대한 연구가

활발히 진행되고 있다. 특히 DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

radical 소거법은 항산화물질의 전자공여능을 이용한 항산화 측

정법으로써 주로 pheonlic 구조와 aromatic amine 화합물에서

많이 사용되는 방법이다. 본 연구에서 들빛 발효액의 항산화 효

과를 DPPH radical 제거 정도를 측정하여 전자공여능으로 나

타낸 결과 발효 원액(100%)에서 96%로 나타났다(Fig. 1). 일반

적으로 이용되는 positive control인 BHA 0.01%에서 전자소거

능이 96%로 보고되고 있어서[Cho 등, 2009], 들빛 발효액의 높

은 항산화 활성이 기대된다. 이는 발효 중 미생물들의 작용을

통해서 항산화능을 나타내는 새로운 생리활성 성분이 생성된

것으로 생각된다.

약용식물 추출물의 전자소거능에 대한 보고에 의하면 감초,

녹차, 박하, 국화, 오미자, 구기자 추출물에서 39, 94, 26, 51,

49, 30%로 나타났는데, 이는 본 연구의 시료인 들빛 발효액의

높은 항산화능을 뒷받침 하고 있다[Jeon 등, 2003; Park 등,

2006].

SOD 유사활성. SOD는 생체내에서 superoxide radical을 과

산화수소로 환원시켜주는 천연 항산화효소로 알려져 있는데, 활

성산소종을 제거한다는 측면에서 산화방지와 노화억제와도 밀

접한 관련이 있으므로 식물체 중에서 SOD와 유사한 활성을 나

타내는 소재를 찾고자 하는 연구가 많이 진행되고 있다[Hong

등, 1998].

본 연구에서 들빛 발효액의 SOD 유사활성은 100% 들빛 발

효액에서 29%의 활성을 보였으며 SOD 활성은 농도 의존적으

로 항산화 활성이 증가하였다(Fig. 2). 대조구인 Vit. C의 경우

농도 0.001%일 때 77%로 보고되어 있는데, 들빛 발효액과의

비교 결과에 따르면 대조구 보다 낮은 SOD 유사활성을 나타

내고 있다. 하지만, 지금까지의 약용식물에 대한 SOD 활성은

추출물에서 분석되어 왔고, 발효액에 대한 보고는 거의 없는 와

중에 Kim 등[2003]은 약용식물 추출물을 발효시킨 발효액 중

에 아카시아와 감잎 등에서 각각 25, 29%의 SOD유사 활성을

나타내었다고 보고하였다. 또한 약용식물 추출물의 SOD 유사

활성에 대한 보고에 의하면 오가피는 14%, 결명자는 18%, 감

초는 36%, 구기자는 21%, 박하는 15%, 생강은 9%으로 알려

져 있다[Lim 등, 2004]. 이는 본 연구의 시료인 들빛 발효액의

SOD 유사활성을 뒷받침 하고 있다.

XOase에 의해 생성된 Superoxide radicals 소거능. XOase

는 xanthine을 기질로 하여 uric acid를 생성하는 과정에서

superoxide radical을 생성하는 효소이다. Superoxide radicals은

살아있는 세포에서 발생하는 활성산소 중에서 가장 중요한 라

디칼로 작용하며, 이러한 라디칼은 불포화 지방산의 과산화에

영향을 미치고 있다[Winterbourn과 Kettle, 2003]. 그러므로,

superoxide radicals의 소거능은 항산화활성 메카니즘을 묘사하

는 가장 중요한 방법 중 하나로 표현된다. 본 실험에서는 대조

구로 catechin을 사용하였으며 들빛 발효액에 대해 농도별로 분

석하였다. Superoxide radical소거능 측정 결과 농도가 증가할수

록 소거능이 증가하였으며, 대조구인 catechin과 비교한 결과

0.1%에서 80%인 반면, 100배 희석한 들빛 발효액(1%)은 88%

로 높게 나타났다(Fig. 3). Catechin은 polyphenol계 항산화 물

질로써 식물성 대사산물로 알려져 있으며 항산화효과가 비타민

E에 비해 무려 50배나 되고, 비타민 C에 비해 100배에 달하기

때문에, 체내의 활성산소를 제거하는 효과가 매우 탁월하다고

알려져 있다[Park 등, 2007]. 들빛 발효액의 superoxide radical

소거능은 catechin의 효과보다 높은 결과를 나타내고 있어 본

Fig. 1. DPPH electron scavenging ability on 25, 50, 75, and 100%

of DeulBit (DB). Results are mean±SD of triplicate data. BHA;
butylated hydroxyanisole (0.01%).

Fig. 2. Superoxide dismutase (SOD)-like activity on 20, 40, 60, 80,

and 100% of DeulBit (DB). Results are presentated as means±SD of
three independent experiments. Vit. C; vitamin C (0.01%).

Fig. 3. Xanthine oxdiase inhibitory activity on 0.1, 0.5, and 1% of

DeulBit (DB). Results are presentated as means±SD of three
independent experiments. Catechin; catechin of 0.01%.
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연구의 들빛 발효액이 우수한 항산화 소재로 개발될 수 있을

것으로 기대된다.

본 실험결과는 약리작용에 대한 효과가 있는 대나무 추출물

의 superoxide radical소거능 65%보다 높은 수치를 나타내고 있

다[Song 등, 2007]. 또한, 약용식물 중 비자 추출물의

superoxide radical소거능 89%[Jeon 등, 2009]와 유사한 결과를

나타내고 있는데 비자의 superoxide radical소거능은 팥배나무

종자와 산뽕나무 종자 추출물의 superoxide radical소거능 각각

77, 41%[Hyun 등, 2007] 보다 높다.

ACE 저해활성. ACE는 강력한 혈관수축작용을 나타내는

angiotensin II를 생성하여 고혈압의 원인이 되고 있다.

Angiotensin II는 혈관을 수축시키는 작용을 하고, 부신에서

aldosterone의 분비를 촉진시켜 체내 수분 보유량을 많게 하여

결과적으로 혈압을 상승시키는 작용을 한다. ACE의 작용이 계

속 지속화 될 경우 고혈압이 지속되어 혈관벽이 약화되어 터지

게 되거나, 뇌졸중 등의 여러 질환을 유발시킬 수 있다. 이러

한 ACE의 활성 저해인자로는 저분자 peptide들과 그 유도체들,

녹차에 존재하는 catechin과 메밀의 rutin 과 같은 polyphenol성

분들이 대표적으로 알려져 있다. 이러한 ACE의 작용을 억제하

기 위한 활성이 있는 지 알아보기 위해 실험을 한 결과, 들빛

발효액에서 높은 활성을 나타내었다(Fig. 4). 대조구로 현재 시

판되고 있는 항고혈압제인 captopril을 사용하였으며, captopril

0.01%에서 93%의 저해 활성을 보였는데 10배 희석한 들빛 발

효액(10%)에서는 66%의 저해 활성을 보였다. 이러한 결과는

혈관질환에 예방 효능이 높은 양파 열수 추출물의 ACE 저해

율 44%보다 높게 나타났다[Ma, 2000]. 또한 고혈압 예방 효능

이 높은 기능성 식품인 유색감자의 ACE 저해율 보다 뛰어난

효능을 나타내고 있다[Parejo 등, 2002]. 따라서 본 연구에서 개

발된 들빛 발효액은 고혈압 예방 기능성 음료로서 이용가능성

이 높은 것으로 사료된다.

혈전분해능. 지금까지 발효식품으로부터의 혈전분해능이 보

고되어 왔는데, 이는 발효식품의 미생물에 의한 것으로 알려졌

다. 즉, 된장으로부터 분리된 Bacillus속 KDO-13[Lee 등,

2001], 치즈로부터 분리된 B. amyloliquefaciens DC-4[Peng 등,

2003], 흑두로 제조한 청국에서 분리된 B. subtilis BB-1[Lee 등,

2005], 멸치액젓으로부터 분리된 B. subtilis JM-3[Lee 등,

2002], 청국장으로부터 분리된 B. subtilis KCK-7[Paik 등,

2004] 등이 혈전분해능이 우수한 것으로 알려져 있다. 이에 본

연구의 시료인 들빛 발효액으로부터의 혈전분해능이 예상되는

바 그 활성을 조사하고자 하였다. 그 결과, 들빛 발효액에서 혈

전분해능이 나타났는데, 비교분석용으로 혈전분해제 plasmin 1

µg과 들빛 열수 추출물 10 mg/mL을 사용하였다(Fig. 5). 발효

액의 혈전분해능은 체온과 유사한 온도인 37oC에서 2시간 반

응 후 확인되고 있는데, 이는 plasmin과 유사한 분해능을 나타

내었다. 이에 반해 추출물에서는 혈전분해능을 보이지 않고 있

어 들빛 발효액의 혈전분해능은 발효 중 생성된 균주들의 혈전

분해능으로 사료된다.

대식세포에서의 NO 생성능. NO는 분비조직과 세포의 기능

에 영향을 미치며, 세포성 면역계의 주된 역할의 하나로 세포

독성이나 성장 억제 작용을 한다[Jeon 등, 2005]. 또한, 최근에

는 NO가 대부분의 포유류 동물의 세포내에서 생성되고 신경

계에서는 화학적 신호 전달 물질로서, 혈관계에서는 혈압 조절

과 혈소판의 응집 및 호중성구의 집합 작용을, 골격근에서는 대

사와 근 수축 조절 등 생리학적으로 중요한 역할을 한다고 보

고되었다. 이 뿐만 아니라, NO가 세포 활성화 물질 및 reactive

oxygen intermediates(ROI)에 의해 유발된 세포 독성을 최소화

Fig. 4. Angiotensin converting enzyme inhibitory activity on 1, 5,

and 10% of DeulBit (DB). Results are presentated as means±SD of
three independent experiments. Captopril; captopril of 0.01%.

Fig. 5. Fibrinolytic activites of DeulBit (DB). (A), 1 µg of plasmin;
(B), DB; (C), 10 mg/mL of water extract from medical plants. 20 µL
of test samples was dropped onto the fibrin plate and the plate was
incubated for 2 h at 37oC.

Fig. 6. Stimulation of NO synthesis by 10, 20, 50, and 100% of

DeulBit (DB). NO production was determined in macrophage RAW
264.7 cells. Results are mean±SD of triplicate data.
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시키는 역할이 밝혀짐으로써 이 분야에 대해서 활발히 연구되

고 있다[Krncke 등, 1997; Wink 등, 1996]. 이에 본 실험에서

는 들빛 발효액을 대식세포에 처리하여 NO의 생성능을 확인

하였다(Fig. 6). 결과에서도 확인할 수 있는 것처럼 대식세포가

생성하는 NO량 2.0 µM보다 들빛 발효 원액(100%)이 30.0 µM

로 높은 NO 생성능을 나타내었다(Fig. 6). 하지만, 일정량 이상

의 NO는 세포독성을 유발할 수 있으므로 면역계를 활성화 시

킨 후 빠른 시간내 제거된다고 알려져 있다[Ischiropoulos과 al-

Mehdi, 1995]. 이로써, 들빛 발효액이 면역조절능과 관련하여

활용 가능성이 있으며 전통발효를 통해 높은 면역조절 활성이

있음을 확인할 수 있었다.

NO 생성능 및 cell viability. 지금까지 NO는 면역 세포에서

외부의 자극에 의해 생성되며 주로 침입한 미생물이나 종양 세

포에 대해 독성을 갖는 방어 물질로서 작용하는 것으로 알려져

왔다[Hierholzer 등, 1998; Luss 등, 1996]. 즉, 대식세포의

NOS(nitric oxide syntase)가 TNF-α와 같은 여러 가지 cytokine

과 대장균 lipopolysaccharide(LPS)와 같은 세균내 독소의 영향

을 받아 NOS 유전자의 발현이 유도되어 방어물질 NO를 대량

생산한다. 이와 반대로, 세포내 독소의 영향이 적어진다면 NO

생산량 또한 줄어들 것이다. 이에 본 실험에서는 대장균 LPS

를 대식세포에 처리하여 NO를 유도시킨 다음 들빛 발효액을

대식세포에 처리하여 NO 소거능에 미치는 영향을 조사하였다

(Fig. 7). 그 결과, LPS에 의하여 유도된 대식세포의 NO 량은

들빛 발효액을 농도별로 첨가하였을 때 점차 감소하였다. 즉,

10배로 희석한 발효액은 11%의 NO 소거능을 나타내고 있는

반면, 발효 원액(100%)은 42%의 NO 소거능을 나타내었다(Fig.

7). 이러한 결과는 들빛 발효액이 NO 조절기능과 밀접한 관계

가 있음을 보여주는 것이다.

LPS 자극에 의한 약용식물의 NO 생성 억제 연구 또한 이루

어져 왔는데 Seo 등[2009]은 NO 소거능을 봉선화, 금불초, 산

옥잠화, 모시풀등과 같은 약초의 메탄올추출물 농도 100 µg/mL

에서 50% 이상의 활성을 보고하였다. Ahn 등[2005]은 본 연구

결과와 유사한 도라지의 NO 소거능을 보고하였는데, 우수한

NO 소거능으로 차세대 염증질환 치료제와 예방약으로 활용할

수 있을 것으로 판단하고 있다. 이는 역시 본 연구에서 분석된

들빛 발효액의 활용도를 대변하고 있다.

발효액 시료에 대한 세포활성은 MTT 분석을 통해서 측정하

였다. 그 결과 100% 들빛 발효액을 처리한 대식세포의 세포생

존율이 90% 정도를 나타내는 바 본 연구에서 사용된 시료에

대한 세포독성은 없는 것으로 관찰되었다. 또한, 실험결과에 나

타난 NO량의 변화가 세포독성에 의한 영향과는 무관함을 확

인 할 수 있었다.

초 록

본 연구에서는 결명자, 오미자, 구기자, 박하, 국화, 산마, 생

강, 둥글레, 감초, 오가피, 녹차, 다시마를 발효시킨 들빛 발효

액으로 여러 가지 생리활성에 대하여 분석하였다. 우선, 들빛

발효액의 플라보노이드 함량과 DPPH 활성을 측정하였다. 그

결과 들빛 발효액의 총 플라보이드 함량은 3.4±0.5 mg/g으로,

DPPH법을 통해 측정한 들빛 발효액의 radical 소거능은 96%로

나타났다. 들빛 발효액의 SOD 유사활성은 29%로 나타내었고,

XOase에 의해 생성된 superoxide radical 소거능은 88%로 높게

나타났다. 들빛 발효액의 항고혈압 측정실험에서는 66%의 저

해률을 나타내어 ACE 저해 활성이 뛰어난 것으로 나타났다.

혈전분해능에 대한 들빛 발효액의 분석 결과는 혈전용해제로

알려져 있는 plasmin과 유사한 활성을 보이고 있다. 들빛 발효

액과 면역활성과의 연관성은 NO 생성 증가율과 LPS에 의해

유도되는 NO 생성 억제율 분석으로 조사되었다. 그 결과, 들

빛 발효액은 무려 15배의 높은 NO 생성 증가율을 보였다. 또

한 LPS에 의해 유도된 NO 생성 억제율은 들빛 발효액 100%

에서 42%로 나타나 높은 면역조절능을 나타내었다. 이상의 결

과는 들빛 발효액의 우수한 생리활성을 증명하고 있고, 항산화

력, 항고혈압 효과, 혈전분해능 및 면역 조절활성이 높은 것으

로 나타나 기능성 음료의 소재로서 그 활용도가 높을 것으로

판단된다.

Key words: ACE inhibition, DPPH radical scavenging

activity, fibrinolytic activity, flavonoid, nitric oxide

Fig. 7. Effects of DeulBit (DB) on (A) NO amounts and (B) cell

viability in bacterial LPS-stimulated RAW264.7 macrophages.

RAW264.7 cells were cultured for 24 hr with 10%, 25%, 50%, and
100% of DB in the presence of LPS (10 µg/mL). NO release was
measured using the method of Griess (nitrite). Cytotoxicity was
determined by MTT assay. Results are presentated as means±SD of
three independent experiments.
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