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싸리나무 줄기 추출물의 추출 용매에 따른 항산화활성과 

Nitric Oxide 생성 억제 활성
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ABSTRACT : In this study, we investigated on antioxidative activity and nitric oxide production inhibitory activity of various

solvent extracts of Lespedeza bicolor. The total polyphenol content of the methanol extract was 192.6㎎/g and flavonoid content

of the acetone extract was 40.6 ㎎/g, as the highest content. In DPPH radical scavenging ability, SC50 values of the ethanol and

methanol extract were exhibited 0.69 ㎎/㎖ and 0.89 ㎎/㎖, respectively. However, in nitric oxide(NO) scavenging ability, SC50

values of the acetone was exhibited 0.72 ㎎/㎖ as the highest activity. Moreover, the acetone extract showed strong NO produc-

tion inhibitory effect in lipopolysaccharide(LPS)-stimulated Raw 264.7 cell. In the cytotoxicity measurement by MTT assay, the

extracts were exhibited Raw 264.7 cell viabilities of 92.57~129.04% as nontoxic result in concentration of 65~650 ㎍/㎖. As a

result, the acetone extract of L. bicolor could be applicable to functional materials for anti-inflammatory related fields.
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서 언

싸리 (Lespedeza bicolor)는 콩과 (Leguminosae)식물에 속

하는 다년생의 낙엽 관목으로 7~8월에 개화하며 우리나라 전

역의 양지바른 산과 들에 널리 분포하는 식물이다. 한방에서

는 싸리의 줄기와 뿌리를 야관문 (夜關門)이라 하여 진해, 거

담, 만성 기관지염, 지혈, 청열, 학질, 발한, 해열 등의 치료

및 이뇨제와 건비제 등으로 사용하였으며, 뿌리에는 자궁수축

제로 사용되는 dimethyl triptamine 성분을 함유한 것으로 보

고되고 있다 (Lee, 1993; Kang et al., 1998; Mitsuhashi,

1998). 싸리나무의 생리활성과 관련된 연구로는 주로 전자공

여능이나 아질산염소거능, SOD 유사활성 등 항산화 활성과

xanthin oxidase 저해활성, tyrosinase 저해활성 등이 보고되고

있으며, 항균효과나 세포독성에 대한 연구도 일부 진행되었다

(Lee et al., 2005, 2006a, 2006b). 최근에는 싸리나무 꽃의

에탄올 추출물의 화장품의 원료로서의 가능성에 대한 연구와

참싸리 줄기의 메탄올 추출물로부터 분리된 dalbergioidin의 멜

라닌 생합성을 저해 활성에 대한 보고가 있었다 (Ryu et al.,

2007; Baek et al., 2008).

현대 사회에서 그 중요도가 높아지는 분야 중의 하나가 바

로 건강한 피부와 관련된 것인데, 그 중에서도 피부 미백에

관련된 연구는 tyrosinase 억제 활성, 항산화 활성, 자외선 차

단 등이 주로 이루어지고 있다. 특히 각질형성세포에 존재하

는 melanin의 양상에 따라 피부색이나 색소침착여부가 좌우되

므로 melanin 생성과정에 관여하는 효소인 tyrosinase를 저해

하는 활성이 중요하게 다뤄지고 있다 (Jung et al., 1995). 인

간과 같은 생체에서는 호흡과 에너지 생성 등 다양한 생명유

지 활동의 결과로 다양한 활성산소종 (reactive oxygen

species, ROS)이 생성되는데 세포 구성 성분들인 지질이나 단

백질, DNA 등을 비가역적으로 파괴함으로써 암이나 각종 염

증, 심혈관계 질환 등의 원인으로 작용함은 물론 피부질환이

나 노화의 직간접적인 원인으로 작용하게 된다 (Videla and

Fermandez 1988; Fridovich, 1989). 이러한 ROS는 염증 반

응시 면역 반응으로 인해 생성이 증가되는 활성질소종
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(reactive nitrogen species, RNS)과 함께 생성되기도 한다

(Brune et al., 2003). 염증 반응의 조절은 매우 복잡한 것으

로 알려져 있으며, 염증 과정 중에는 많은 양의 nitric oxide

(NO), 염증유도 cytokine류 등이 생성된다 (Byun et al.,

2005). 본 연구에서는 극성 등 특성이 다른 추출용매를 사용

하여 제조한 싸리나무 줄기 추출물의 항산화활성과 염증반응

과 관련이 있는 nitric oxide 생성 억제 활성, 그리고 세포독

성 등을 비교하여 싸리나무 줄기 추출물을 활용한 항염증 관

련 소재 개발의 기초 자료로 활용하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료 및 추출

본 실험에 사용된 싸리나무 줄기는 2010년 6월 전라남도

나주 지역에 자생하는 싸리나무에서 분리한 것으로 수세 후

50℃에서 건조시킨 후 4℃ 이하로 보관하면서 실험에 사용하

였다. 건조된 싸리나무 줄기 시료를 acetone, 75% ethanol,

methanol, 열수를 추출 용매로 하여 시료 중량의 10배에 해당

하는 용매를 넣은 후 각 용매의 끓는점에서 2시간씩 3회 반복

하여 환류추출을 실시하였다. 추출액은 여과와 농축 및 동결

건조를 실시하여 분말화 한 후 4℃ 이하로 냉장보관하면서 실

험에 사용하였으며, 각 추출 용매별 추출 수율은 acetone,

75% ethanol, methanol, 열수추출물에서 각각 0.97%, 2.34%,

2.12%, 4.25%로 나타났다.

2. 세포주 배양

본 실험에 사용된 Raw 264.7 세포주는 한국세포주은행

(KCLB, 서울)에서 분양 받아 사용하였다. 10% FBS와 1%

penicillin-streptomycin을 혼합한 DMEM (Dulbecco's Modified

Eagle Medium) 배지에서 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였다.

3. 총 polyphenol 함량 측정

Folin-Denis법을 이용하여 추출물 및 분획물의 페놀성 화합

물 함량을 측정하였다. Methanol에 1㎎/㎖ 농도로 용해시킨

시료액 80㎕와 Folin-Denis reagent 80㎕를 혼합하여 3분간

반응시킨 뒤 10% Na2CO3 80㎕를 혼합하여 1시간 동안 암

실에서 반응시킨 후, 상등액 120㎕를 취하여 96well plate에

옮겨 700㎚에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 tannic acid

를 0~500㎍/㎖의 농도로 제조하여 시료와 동일한 방법으로

분석하여 표준 검량선을 작성하고 페놀성 화합물의 함량을 ㎎/

g으로 나타내었다.

4. Flavonoid 함량 측정

페놀성 화합물중 특히 여러 가지 기능성을 나타내는 것으로

알려진 flavonoid 함량을 알아보기 위해 Moreno 등의 방법을

변형하여 다음과 같이 측정하였다 (Moreno et al., 2000). 1

㎎/㎖ 농도로 methanol에 용해시킨 시료액 100㎕와 10%

aluminium nitrate 20㎕, 1 M potassium acetate 20㎕,

methanol 860㎕를 차례로 혼합하여 40분간 반응시킨 후 415

㎚에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 rutin을 0~500㎍/㎖

의 농도로 제조하여 시료와 동일한 방법으로 표준 검량선을

작성하고 총 flavonoid 함량을 ㎎/g으로 나타내었다.

5. DPPH radical 소거능 측정

추출물과 분획물의 항산화활성을 비교하기 위해 1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)을 사용하여 radical 소거능

을 측정하였다 (Blois, 1958). Methanol에 농도별로 용해시킨

각 시료액 20㎕와 200 µM DPPH 용액 180㎕를 혼합하여

15분간 암실에서 반응시킨 후 microplate reader를 사용하여

517㎚에서 흡광도를 측정하였다. Blank의 흡광도를 기준으로

소거능을 산출한 후 50%의 DPPH radical을 소거하는데 필요

한 시료의 농도 (SC50) 계산하였으며, positive control로

ascorbic acid (vitamin C)를 사용하였다.

6. Nitric oxide 소거능 측정

Nitric oxide 소거능은 Marcocci 등의 방법을 변형하여 다음

과 같이 측정하였다 (Marcocci et al., 1994). 10 mM sodium

nitroferricyanide (III) dihydrate 50㎕와 증류수에 일정농도로

용해시킨 시료액 30㎕를 혼합한 후 25℃에서 150분 동안 반

응시켰다. 1% sulfanilamide (in 30% acetic acid) 60㎕를

혼합하고 5분후 다시 0.1% N-(naphtyl)ethylenediamine dihy-

drochloride (in 60% acetic acid) 60㎕를 혼합하여 30분간

실온에서 반응시킨 후 520㎚에서 흡광도를 측정하였다. Blank

의 흡광도를 기준으로 소거능을 산출한 후 50%의 nitric

oxide를 소거하는데 필요한 시료의 농도 (SC50) 계산하였으며,

positive control로 ascorbic acid (vitamin C)를 사용하였다.

7. Nitrite Oxide 생성 억제 활성 측정

Raw 264.7 세포를 96-well plate에 1 × 105 cells/well이 되

도록 분주하고 24시간 동안 배양한 후, 농도별 시료액과

lipopolysaccharide (LPS)를 혼합하여 24시간 동안 배양하였다.

이때 LPS는 최종 농도가 2㎍/㎖가 되도록 하였다. 세포 배

양액을 각 well에서 50㎕씩 회수하여 새로운 96-well plate에

옮기고 50㎕의 1% sulfanilamide (in 5% H3PO4)를 첨가한

다음 10분간 혼합한 후, 다시 50㎕의 0.1% naphtyl-

ethylendiamine dihydrochloride (in H2O)를 첨가하여 상온에

서 10분간 반응시켜 micro-plate reader를 이용하여 540㎚에

서 흡광도를 측정하였다. Blank는 시료액 대신 PBS를 가하여

측정하였으며, 표준물질로 sodium nitrite를 농도별로 조제하여

동일한 방법으로 측정한 흡광도를 바탕으로 작성한 검량선을
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이용하여 NO 생성량을 산출하였다 (Ding et al., 1988).

8. MTT assay에 의한 세포독성 측정

Nitric oxide 생성 저해 활성 측정에 필요한 세포 배양액 회

수 후 남은 배지 및 세포에 곧바로 PBS에 5㎎/㎖의 농도로

용해시켜 제조한 MTT용액을 각 well에 10㎕씩 가하고, 37

℃, 5% CO2 조건에서 4시간 동안 반응시켜 MTT가 환원되도

록 하였다. 배지를 제거한 후, 각 well에 100㎕의 DMSO를

첨가하여 생성된 formazan 결정을 용해시켜 540㎚에서 흡광

도를 측정하였으며, 시료액 대신 PBS를 사용한 blank의 흡광

도를 기준으로 세포 생존율 산출하였다 (Shin et al., 2003).

9. 통계분석

모든 측정값은 3회 이상 반복 실험한 결과의 평균값과 표준

편차 (mean ± SD)로 표시하였고, 각 실험군 간의 통계학적 분

석은 windows용 SPSS 12.0 (SPSS Inc, Chicago, IL,

USA)을 이용하였다. 각 군 간의 측정치 비교는 one-way

analysis of variance (ANOVA)를 시행하였으며, 유의성은 신

뢰구간 p < 0.05에서 의미를 부여하였다.

결과 및 고찰

1. 총 polyphenol 및 flavonoid 함량 

각 용매별 싸리 줄기 추출물들의 총 polyphenol과 flavonoid

함량을 측정한 결과를 Table 1에 나타내었다. Polyphenol 함

량에서 용매별 추출물 중 methanol 추출물이 216.5㎎/g으로

가장 높게 나타났으며, acetone과 75% ethanol 추출물, 그리

고 열수 추출물 순으로 나타났다. 추출용매별로 유의한 차이

는 있었으나 전반적으로 나타난 polyphenol 함량은 같은 과에

속하는 황기와 같은 약용 작물 추출물의 함량보다는 높은 수

준임을 알 수 있다 (Yin et al., 2009). Flavonoid 함량에서는

acetone 추출물이 40.6㎎/g으로 다른 추출물에 비해 2배 이상

의 높은 함량을 나타내었으며, 다음으로는 methanol 추출물에

서 15.1㎎/g의 함량을 나타내었다. 식물에 존재하는

polyphenol은 대표적인 2차 대사산물로 다양한 생리활성에 관

여하는 것으로 알려져 있으며, flavonoid는 polyphenol의 종류

로서 flavone (C6-C3-C6) 및 변형된 구조를 가지고 있어서 항

산화, 항암, 항균 등 다양한 생리활성을 가지는 것으로 알려져

있다 (Liu, 2004; Manach et al., 2005; Ryu et al., 2006).

2. DPPH radical 소거능

각 용매별 추출물의 항산화 활성을 확인하기 위해 실시한

DPPH radical 소거능 측정에서 50%의 DPPH radical을 소거

하는데 필요한 시료의 농도를 산출한 SC50 값을 Table 2에

나타내었다. 75% ethanol 추출물의 SC50 값이 0.69㎎/㎖으로

가장 뛰어난 DPPH radical 소거능을 나타냈는데 이는

positive control로 사용된 ascorbic acid의 SC50 값을 기준으

로 산출한 relative activity로서 33.33% 수준으로 나타났다.

다음으로는 acetone 추출물과 methanol 추출물의 활성이 통계

적으로 동일한 수준으로 나타났으며, 열수 추출물의 활성이 가

장 낮은 것으로 확인되었다. 일반적으로 DPPH radical 소거능

과 같은 항산화 활성이 polyphenol 함량과 밀접한 관련이 있

다는 기존의 연구들에서 제시한 결과와는 다르게 용매별 싸리

추출물의 결과는 polyphenol 함량과는 다른 양상을 보여주므

로 polyphenol이 아닌 다른 활성 물질에 의해 항산화 활성이

보여줬음을 유추해 볼 수 있기에 이에 대한 추가적인 연구가

필요할 것으로 사료된다 (Eom et al., 2009; Oh et al., 2010;

Im and Lee, 2011). 

3. Nitric oxide 소거능

Nitric oxide (NO)는 염증 반응시 면역 반응으로 인해 생성

이 증가되는 활성질소종 (reactive nitrogen species, RNS)의

하나로 적정 농도로 존재할 때에는 혈액응고 및 혈압조절 기

능, 암세포에 대한 면역기능 등의 역할을 하는 물질이지만, 과

Table 1. Total phenolic compound and flavonoid content of
extracts from stem of Lespedeza bicolor.

Extracts Total polyphenol (㎎/g TAE†) Flavonoid (㎎/g RE‡)

ALB 192.6±9.5B 40.6±0.6*, A**

ELB 172.9±2.7C 57.2±0.8C

MLB 216.5±5.6A 15.1±0.0B

WLB 149.5±8.4D 52.3±0.6D

†TAE : tannic acid equivalent. ‡RE : rutin equivalent. ALB; acetone
extract of L. bicolor, ELB; ethanol extract of L. bicolor, MLB; methanol
extract of L. bicolor, WLB; hot water extract of L. bicolor. *Values are
mean±SD (n = 3). **Different superscript letters in the same line
show significant differences at p < 0.05 by one-way ANOVA.

Table 2. SC50 values in DPPH radical scavenging ability of extracts
from stem of Lespedeza bicolor.

Extracts SC50 (㎎/㎖)† Relative activity (%)‡

ALB 0.91±0.03C* 25.27

ELB 0.69±0.04B 33.33

MLB 0.89±0.08C 25.84

WLB 1.62±0.07D 14.20

Ascorbic acid 0.23±0.02A 100.00
†SC50: concentration of each samples for scavenging 50% of radical.
‡Relative activity: ratio of SC50 value compared to positive control
(ascorbic acid). ALB; acetone extract of L. bicolor, ELB; ethanol
extract of L. bicolor, MLB; methanol extract of L. bicolor, WLB; hot
water extract of L. bicolor. Ascorbic acid was used as a positive
control. Values are mean±SD (n = 3) with out relative activity.
*Different superscript letters in the same line show significant
differences at p < 0.05 by one-way ANOVA.
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량이 존재하면 인체에 유해한 영향을 미치게 되어 세포손상뿐

만 아니라 염증 반응을 비롯한 뇌막염, 알츠하이머병과 파킨

슨병 같은 퇴행성 질환에 중요한 요인으로 작용한다 (Chung

et al., 2001). 싸리의 용매별 추출물들의 NO 소거능을 측정한

결과 50%의 NO를 소거하는데 필요한 시료의 농도를 산출한

SC50 값을 Table 3에 나타내었다. Acetone 추출물의 SC50 값

이 0.72㎎/㎖로 추출물들 중 가장 높은 활성을 보였고

methanol 추출물과 75% ethanol 추출물이 각각 1.24㎎/㎖과

1.52㎎/㎖로 나타났으며, 열수 추출물은 3.28㎎/㎖로 가장

낮은 활성을 나타냈다. 특히 acetone 추출물의 NO 소거능은

positive control로 사용된 ascorbic acid의 소거능을 기준으로

산출한 relative activity로는 51.63%에 해당하는 것으로 나타

났다. 또한 Table 1의 polyphenol 함량과의 연관성이 낮았던

Table 2의 DPPH radical 소거능 결과와는 다르게 polyphenol

과 flavonoid 함량과 연관성이 높은 것을 확인할 수 있었다.

4. Nitric oxide 생성 억제 활성과 세포독성

LPS는 그람 음성균의 세포외막에 존재하는 독소로서 Raw

264.7 세포와 같은 macrophage에 작용하여 tumor necrosis

factor-α (TNF-α)나 interleukin-6 (IL-6) 등과 같은 여러 가지

inflammatory cytokine의 발현과 함께 nitric oxide (NO)의

생성을 촉진하는 것으로 알려져 있다 (Lee et al., 2004).

Raw 264.7 세포를 대상으로 실시한 NO 생성 억제 활성 측

정에서 전반적으로 모든 추출물이 농도의존적인 NO 생성 억

제 활성을 보였으며, 추출 용매별 싸리 줄기 추출물 중

acetone과 methanol 추출물의 NO 생성 억제 활성이 다른 추

출물보다 높은 것으로 나타났다 (Fig. 1). 특히 acetone 추출

물의 경우, 130㎍/㎖ 농도에서는 LPS를 처리하지 않은

control군과 동일한 수준의 nitric oxide 생성량을 보였다. 한편,

LPS로 염증반응을 유발시킨 상태에서 추출 용매별 싸리 줄기

추출물의 Raw 264.7 세포에 대한 세포독성을 측정한 결과

Fig. 2와 같은 세포생존율을 나타내었다. 이와 같은 세포생존

율은 용매별 싸리 줄기 추출물이 세포독성에 의해 세포의 증

식 자체를 억제시킴으로써 감소시키는 것인지 LPS로 유도된

NO 생성의 억제 또는 생성된 NO의 소거 등을 통하여 생성량

을 감소시키는 것인지를 판단하는 중요한 근거가 된다 (Yoon

et al., 2010; Jeoung et al., 2009). 실험이 진행된 65~650

㎍/㎖ 농도에서 모든 추출물은 92.57~129.04%의 전반적으로

양호한 세포생존율을 가지는 것으로 나타났다. 

이상의 결과에서 싸리나무 줄기의 acetone 추출물이 독성을

나타내지 않는 농도 범위에서 NO 생성 억제 및 소거능이 뛰

어난 것으로 나타났으며, 이는 추출물 중 함유되어 있는

Table 3. SC50 values in nitric oxide scavenging ability of extracts
from stem of Lespedeza bicolor.

Extracts SC50 

(㎎/㎖)† Relative activity (%)‡

ALB 0.72±0.03B* 51.63

ELB 1.52±0.07D 24.45

MLB 1.24±0.05C 30.02

WLB 3.28±0.15E 11.33

Ascorbic acid 0.37±0.05A 100.00
†SC50: concentration of each samples for scavenging 50% of radical.
‡Relative activity: ratio of SC50 value compared to positive
control(ascorbic acid). ALB; acetone extract of L. bicolor, ELB; ethanol
extract of L. bicolor, MLB; methanol extract of L. bicolor, WLB; hot
water extract of L. bicolor. Ascorbic acid was used as a positive
control. Values are mean±SD (n = 3) with out relative activity.
*Different superscript letters in the same line show significant
differences at p < 0.05 by one-way ANOVA. Fig. 1. Nitric oxide scavenging ability of extracts from stem of

Lespedeza bicolor (n = 3). ALB; acetone extract of L.
bicolor, ELB; ethanol extract of L. bicolor, MLB; methanol
extract of L. bicolor, WLB; hot water extract of L. bicolor.
Ascorbic acid was used as a positive control. *Different
superscript letters in the same concentration show significant
differences at p < 0.05 by one-way ANOVA.

Fig. 2. Raw 264.7 cell viability of extracts from stem of Lespedeza
bicolor (n = 3). ALB; acetone extract of L. bicolor, ELB;
ethanol extract of L. bicolor, MLB; methanol extract of L.
bicolor, WLB; hot water extract of L. bicolor.
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flavonoid 함량과 관련성이 높은 것으로 판단되었다. 따라서 추

가적인 연구를 통하여 활성물질의 분리와 동정 등이 이루어진

다면 싸리나무의 약용작물로서의 활용 가능성을 높일 수 있을

것으로 판단된다.
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