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Abstract - In order to screen the functional constituents from nature resource, we studied the bioactivities of methanol 
extract of the Liriodendron tulipifera branch(MLT). The total phenolic and flavonoid contents, DPPH radical scavenging 
capacity, reducing power, Fe2+ chelating ability, inhibition of lipid peroxidation and cell toxicity of MLT were 
investigated in this study. We found that the total phenolic and flavonoid content of MLT is 75.34 mg gallic acid/g and 
20.15 mg quercetin/g respectively. MLT exhibited the antioxidant activity on DPPH radical with a EC50 value of 289.68 
μg/mL , the absorbance is 0.388 at 100 μg/mL in reducing power assay, MLT prevented 38.56% lipid peroxidation at 
200 μg/mL. Furthermore, MLT exhibits the potent anti-proliferative activity which inhibited 56.94%, 35.73% growth of 
HT-29 and Hela cell at 200 μg/mL respectively. It showed that the antioxidant activities of MLT were correlated with its 
total phenolic and flavonoid contents. However further study need to be exploring in the future.
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서  언

활성 산소종(reactive oxygen species, ROS)에는 supe-

roxide anion, hydroxyl radical, hydrogen peroxide, 

singlet oxygen등이 있으며, 단백질, 효소의 불활성화, 지

질과산화, DNA변성 등을 초래하여 세포의 기능장애를 유

발하고, 암을 비롯하여 심장질환, 뇌혈관질환, 동맥경화, 

고혈압, 당뇨병, 파킨슨 질병, 노년 치매, 세포노화등 수많

은 질병을 일으키는 것으로 보고되고 있다(Rhim and Choi, 

2010). 항산화제는 이러한 ROS를 제거시킴으로써 생체내 

산화성 스트레스로 인하여 생성되는 산화 물질들을 방어하

는 작용을 한다. 현재 BHA(butylated hydroxyanisole) 및 

BHT(butylatedhydroxytoluene)와 같은 합성 항산화제는 

우수한 효과와 경제성 때문에 많이 사용되고 있지만 그 독

성으로 인해 인체에 암을 유발 할 수 있는 안정성 문제로 

천연 항산화제 개발이 필요한 상황이다(Kim and Kang, 

2010). 때문에 식물류에 들어 있는 항산화 활성과 기타 생

리활성 성분에 대한 연구가 많아지고 또한 이러한 천연물 

소재를 개발하려는 노력과 연구가 활발히 이루어지고 있다.

튤립나무(Liriodendron tulipifera L.)는 목련과(Magno-

liaceae)에 속하는 활엽수로 백합나무라고도 한다. 생장이 

빠르고 미국 동부와 동아세아에서 자라는데 나무를 pulp로

도 사용한다(merkle and sommer, 1991; Kim, 1995). SO2

처럼 환경오염물질을 제거하기 위하여 많이 재배하고 있으

며, 중국에서는 수피를 약용으로 하는데 거풍습효과가 있

다고 한다. 미국 본토인들은 튤립나무 껍질을 강장제, 흥분

제, 해열제로 더욱이 말라리아로 인한 간헐열에도 사용하
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였다(Rafinesque and Atkinson 1828). 미국내전기간 동

맹군 외과 의사들은 quinine 대용품으로 튤립나무를 사용

하였으며(Hasegawa, 2007), 2차 세계대전 기간에도 미국

정부는 quinine 대용품으로 튤립나무껍질 추출물을 말라

리아 치료에 사용하였다(Spencer et al., 1947). 튤립나무 

껍질의 화학성분으로 sesquiterpene lactones(Doskotch 

and El-Feraly, 1969, 1970; Doskotch et al., 1976, 1977, 

1975; Muhammad and Hufford, 1989)과 aporphine alka-

loids(Buchanan and Dickey, 1960; Cohenetal., 1961; 

Taylor, 1961; Chen et al., 1976, 1976; Chen and Chang 

1978)를 분리하였다고 보고되었다. 튤립나무 껍질에서 분리

한 8개의 aporphine alkaloids와 sesquiterpene lactones

들이 antiplasmodial에도 높은 효과를 나타내며 또 CHO 

(Chinese Hamster Ovarian) cell line에서는 화합물 lirio-

denine, peroxyferolide와 lipiferolide가 높은 활성이 있

다고 보고되었다(Graziosea et al., 2010). 그러나 지금까

지 튤립나무가지의 항산화에 관한 연구보도가 없는 것으로 

사료되어 본 연구에서는 튤립나무 가지의 메탄올 추출물의 

항산화활성과 세포독성을 측정함으로써 튤립나무의 향후 

보건품과 의약품으로서의 가능성을 보기로 하였다. 

재료 및 방법

실험재료 및 추출방법

본 실험에 사용한 튤립나무 가지는 강원도 춘천에서 채

집한 것으로 음건된 1 kg을 이용하여 MeOH 3 L로 60℃에

서 24시간씩 세 번 추출하고 추출액을 합하고 감압 농축하

여 MeOH추출물 28.0 g을 얻었다. 상기 추출물을 본 실험

의 시료로 사용하였다.

총 페놀성 화합물 함량

총 페놀성 함량은 페놀성 물질이 phosphomolybdic acid

와 반응하여 청색으로 발색되는 것을 이용한 Folin-Denis

방법에 따라 분석하였다(Birt et al., 2001; Lin and Tang 

2007). 즉, 1 mg/mL로 조제한 추출물 1 mL에 Folin-Denis

시액 2 mL을 잘 넣고, 35%의 탄산나트륨(Na2CO3)용액을 

2 mL을 넣은 다음 잘 혼합하여 실온에서 30분 간 반응 후, 

분광도계(ELx800, Biotec, USA)를 이용하여 750 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광도는 표준시약으로 gallic 

acid를 사용하여 표준곡선을 작성하고, 총 페놀성 화합물

의 함량은 mg gallic acid equivalent로 계산하였다.

Absorbance=0.0069 mg gallic acid−0.042(R
2
=0.9982)

  

총 플라보노이드 화합물 함량

총 플라보노이드 함량은 Davis(Chang et al., 2002)

변법을 이용하였다. 1.0 mg/mL로 조제한 추출물 1 mL에 

diethylene glycol 10 mL 및 1 N NaOH 1 mL을 가하고 

잘 혼합한 후 30℃에서 1시간 반응시킨 후 420 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 이때 검량곡선은 quercetin(Sigma Co., 

USA)을 이용하여 작성하였으며 총 플라보이드 함량은 아

래의 식에 의해 계산하였다.

Absorbance=0.0061 mg quercetin−0.0281(R
2
=0.9997)

DPPH radical 소거활성

DPPH radical 소거 실험은 광범위하게 쓰이는 간단하

고 편리한 항산화 검색법으로, 특히 phenol과 aromatic 

amine 화합물의 항산화능 측정에 많이 사용된다(Blois, 

1958). 시료를 10, 50, 100, 500, 1000 μg/mL의 농도로 

준비한 추출물 1 mL에 0.2 mM DPPH용액 1 mL을 잘 혼

합하여 25분간 실온에서 방치하고 multiplate spectro-

photometer(ELx800TM, Biotek, USA)를 사용하여 515 nm

에서 흡광도를 측정(Eom et al., 2007)하고 아래식으로 계

산하여 EC50값으로 나타내었다.

Scavenging effect(%)=[1−(Asample–Ablank)/Acontrol]×100%

L-Ascorbic acid와 BHA를 positive 대조군으로 사용

하였다. EC50(μg/mL)는 DPPH 라디칼 소거활성이 50% 나

타내는 추출물의 농도를 나타내는 것이다.

환원력의 측정

즉 각각의 농도별로 조제한 시료 0.1 mL에 0.2 M 인산 

완충액(pH 6.8) 0.25 mL과 1% potassium ferrcyanide 

[K3F3(CN)6] 0.25 mL을 넣은 다음, 50℃에서 20분간 반

응시킨다. 반응 후 0.25 mL의 10% trichloroacetic acid

를 첨가하고 1000 rpm 10분간의 원심분리를 통하여 얻어

진 상층 액에 0.1%의 FeCl3 0.05 mL을 넣어서 발색반응을 

유도시킨 다음, multiplate spectrophotometer(ELx800 
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TM, BioTek, USA)를 사용하여 750 nm에서 흡광도를 측

정 하였다(Goh et al., 2009).

Ferrous ion chelating효과

각 시료의 50배 추출물 1 mL, 80% 에탄올 0.8 mL, 2 mM 

FeCl2･4H2O(iron(II) chloride tetrahydrate; 220299, 

Sigma, USA) 용액 0.1 mL, 5 mM ferrozine [3-(2- 

Pyridy)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-4',4''-disulfonic 

acid; P5338, Sigma, USA] 용액 0.1 mL를 순서대로 첨

가하여 혼합한 다음 실온에서 10분간 반응시켜 562 nm에

서 흡광도를 측정하였다(Yen et al., 2002). Chelating 효

과는 아래의 수식에 따라 산출하였다. 각 시료의 chelating 

효과를 비교하기 위하여 0.05 mg/mL 농도의 EDTA(ethyl-

enediaminetetraacetic acid; E5134, Sigma, USA)를 양

성대조군으로 사용하였다.

Chelating activity(%) = (1-A/B) × 100

A: 시료 첨가군의 흡광도, B: 용매 첨가군의 흡광도

지질과산화 억제활성

지질과산화 억제 활성은 thiobarbituric acid reactive 

species(TBARS)방법에 따라 실험하였다(Banerjee et al., 

2005). Egg yolks(SIGMA) (10% v/v) 200 μL와 sample 

40 μL를 혼합하고 FeSO4(0.07 M) 를 20 μL가한 후 37℃ 
incubator에서 30 min간 반응시켰다. 다음 600 μL 20% 

acetic acid(pH 3.5), 600 μL 0.8% TBA와 20 μL 20% 

TCA 가하여 잘 혼탁한 후 95℃ 수욕에서 60분간 반응하였

다. 냉각 후 2 mL부탄올을 가하고 5000 rpm으로 10 min 

원심분리한 후 532 nm에서 상층 액의 흡광도를 측정하여 

튤립나무가지 메탄올 추출물의 지질과산화 억제 활성을 아

래 식으로 계산하였다. 

지질관산화 억제율(%) = [1-(E-Eb)/(C-Cb)] × 100%

E는 샘플의 흡광도, Eb는 sample blank의 흡광도, C는 

oxidised control(distilled water)의  흡광도, Cb는control 

blank의 흡광도이다.

암세포 생존 억제활성 분석

튤립나무 가지 MeOH 추출물의 각 용매분획의 암세포 

및 정상세포의 증식 억제효과는 Green et al.(1984)등의 

방법에 따라 MTT assay를 이용하여 시행하였다. 세포배

양을 위해 10% FBS(Gibco)와 100 U/mL의 penicillin, 

100 μg/mL의 streptomycin을 포함하는 RPMI-1640(Gibco, 

MD, USA)배지와 DMEM(Gibco, MD, USA)배지를 각각 사

용하였으며, 세포는 CO2 배양기(37℃, 5% CO2, MCO-15AC, 

SANYO, Osaka, Japan)에서 배양하였다. 96 well plate

에 1.0×10
6
 cells/well로 HT-29와 hela 세포를 분주하고 

24시간 동안 배양한 후 10, 50, 100, 200 μg/mL 농도의 

시료를 각각 첨가하여 48시간 동안 배양하였다. 배양 후, 

20 μL의 MTT solution을 첨가한 후 CO2 배양기(37℃ 5% 

CO2)에서 4시간 반응시킨 후, 550 nm에서 흡광도(ELx800 

Absorbance Microplate Reader, Biotek, USA)의 변화

를 측정하여 대조군에 대한 세포 생존율을 백분율로 표시

하였다.  

통계처리

모든 실험은 3반복으로 진행하였으며, 통계 프로그램은 

SPSS 11.5에서 one-way ANOVA 중 Duncan’s multiple 

range test를 사용하여 p<0.05에서 유의성을 조사하였다.

결과 및 고찰

총 페놀성 및 플라보노이드 화합물 함량

식물계에 널리 분포되어 있는 페놀성 화합물은 2차 대

사산물의 하나로 다양한 구조와 분자량을 가진다. 이들은 

phenolic hydroxyl기를 가지므로 단백질 및 거대분자들과 

쉽게 결합하여, 항암 및 항산화 활성과 같은 다양한 생리활

성을 나타낸다(Choi et al., 2005; Lee and Lee, 1994). 

따라서 본 실험에 서는 튤립나무 가지의 항산화 및 항암활

성을 알아보고자 튤립나무 가지의 메탄올 추출물의 총 페

놀성 화합물과 플라보노이드 화합물의 함량을 측정한 후 

그 결과를 Table 1에 나타내었다. 튤립나무 가지의 메탄올 

추출물의 총 페놀성 화합물의 함량은 75.34 mg gallic 

acid/g extract로 나타났으며, 총 플라보노이드 함량은

20.15 mg quercetin/g extract로 다소 낮게 나타났다. 

DPPH radical 소거활성

Kang 등(1995)은 전자공여능이 phenolic acid와 

flavonoids 및 기타 phenol성 물질에 대한 항산화의 지표
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Table 1. Total phenolics, flavonoid content and DPPH radical scavenging ability(EC50) of methanol extract of 
Liriodendron tulipifera

Extracts
Total phenolics

(mg gallic acid/g extract)
Total flavonoids

(mg quercetin/g extract)
DPPH

EC50 (μg/mL)
LTM 75.34 ± 0.45 20.15 ± 0.71 289.68 ± 2.04

L-Ascorbic acid  12.81 ± 0.95
BHA  15.57 ± 0.63

Note: The results are presented as the mean ± SD. Different values indicate significance at p<0.05 value.

Fig. 1. Reducing power of methanol extract of Liriodendron 
tulipifera.

Fig. 2. Ferrous ion chelating effects of methanol extract of 
Liriodendron tulipifera.

라 하였으며 환원력이 큰물질 일수록 전자공여능이 높다고 

하였다. 특히 DPPH 라디칼 소거법은 항산화 물질의 전자

공여능으로 인해 방향족 화합물 및 방향족 아민류에 의해 

환원되어 자색이 탈색에 의해 나타내는 정도를 지표로 하

여 항산화능을 측정하는 방법이다(Choi et al., 2003). 환

경, 화학약품, 광등에 의해 생성된 활성산소종(reactive 

oxygen species, ROS)으로 유발되는 산화적 스트레스는 

체내에서 노화, 암, 심혈관계질환을 비롯한 그 외의 병리적 

문제를 야기하므로 이러한 free radical의 생성을 차단하

거나 제거하기 위한 물질들을 식물체내에서 찾고자 많은 

연구가 진행되고 있다. 튤립나무가지의 MeOH 추출물의 

부동한 농도에서 DPPH free radical 소거 활성을 측정한 

결과 튤립나무가지의 MeOH 추출물의 소거 활성은 EC50 

289.68 ± 2.04 μg/mL로 나타났으며(Table 1), 대조군으

로 현대 항산화제로 많이 사용되고 있는 Ascorbic acid와 

BHA는 12.81 ± 0.95 μg/mL, 15.57 ± 0.63 μg/mL으로 

나타났다. 이러한 결과는 튤립나무가지의 MeOH 추출물이 

DPPH 라디칼 소거 능력이 뛰여나지 않은 것으로 판단되

며, 이는 튤립나무가지에 총 페놀성 화합물과 총 플라보노

이드 함량과 밀접한 관계가 있음을 제시한다.

환원력 측정

환원력은 시료에 존재하는 reductones가 제공하는 수소

원자가 활성산소 사슬을 분해함으로써 항산화 활성을 나타

내는 것으로 항산화 활성과 직접적으로 연관되어 있는 것

으로 알려져 있다(Gordon, 1990). 튤립나무의 보건품 또

는 의약품으로의 연구 가치를 측정하는 가장 기초적인 단

계로서, 본 실험에서는 튤립나무가지의 메탄올 추출물의 

환원력을 측정하였다(Lee et al., 2004). Fig. 1에서 나타

나는 바와 같이 튤립나무가지 메탄올 추출물의 환원력은 

10, 50, 100 μg/mL의 농도에서 0.037, 0.214와 0.388의 

흡광도를 보여 농도 의존적으로 환원력을 보임을 확인 할 

수 있었다. 그러나 동일 농도에서 항산화제로 널리 쓰이는 

BHA(0.093, 0.753, 1.326)보다 약한 환원력을 나타냄 을 

알 수 있었다.

Fe2+ chelating 효과

튤립나무 가지의 메탄올 추출물의 Fe
2+
 chelating 효과
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Fig. 4. The in vitro inhibition ratio of HT-29 and Hela 
cells by methanol extract of Liriodendron tulipifera. 
5-FU (25 μg/mL) as positive control. Date were presented 
as mean ± SEM (n=3).

Fig. 3. Protective activity of methanol extract of 
Liriodendron tulipifera against lipid peroxidation. 

는 10, 50, 100, 200 μg/mL 농도에서 각각 5.83, 10.89, 

23.35, 36.33%로 (Fig. 2), 농도 의존적으로 증가함을 나

타내었으나, 항산화제인 EDTA의 64.35%보다는 현저히 

낮은 chelating 효과를 보였다.

지질과산화 억제 활성

Egg yolk의 지질은 Fe
2+
에 의해 산화 되며 TBARS의 혼

합 반응 액의 흡광도가 595 nm에서 증가한다. 지질과산화 

억제는 blank mixture와 materials-treated mixture의 

흡광도비로 계산한다. 튤립나무가지의 메탄올 추출물의 지

질과산화 능력은 10, 50, 100, 200 μg/mL 농도 의존적이

며, 200 μg/mL 농도에서 비교적 높은 억제율 38.56%를 

나타내었다(Fig. 3).

튤립나무가지 추출물의 MTT assay를 통한 항암 효과

Fig. 4과 같이 튤립나무가지 메탄올 추출물의 농도를 10, 

50, 100, 200 μg/mL로 조절하였으며 정상세포와 암세포

에 성장에 대한 억제 효과를 검토하였다. 튤립 나무가지 메

탄올 추출물이 암세포 성장에 대한 억제 효과에서 농도 의

존적으로 증가함을 알 수 있었으며, 대조군 5-FU이 25 μg/ 
mL의 농도에서 46.35%의 세포 성장 억제율을 나타내었으

며, LTM 추출물이 100, 200 μg/mL에서 결장암 세포인 

HT-29 cell line에서는 43.86%와 56.94%의 억제율을 나

타내었고 자궁경부암 Hela cell line에서는 26.22% 35.723%

의 생존 억제율을 나타내었다. 추출물이 HEK293(정상 신

장 세포) 세포에 대한 독성을 나타내는지를 검토하였을 때 

정상 신장세포는 세포생존율 98%이상으로 나타났으며, 이

는 LTM추출물이 정상 신장세포에 대해 세포독성을 갖지 

않는다는 것을 나타낸다. 이과 같은 결과는 LTM 추출물이 

결장암 세포 HT-29와 자궁경부암 세포 Hela cell line에

서 일정한 세포독성이 있음을 나타낸다.

적  요

본 연구는 새로운 기능성 소재를 탐색하기 위하여 튤립

나무 가지의 메탄올 추출물을 조제하여 생리활성 물질 함

량, DPPH, 환원능력, Fe
2+
 chelating효과와 지질과산화 억

제 활성 그리고 세포독성을 측정하였다. 총 페놀성 화합물

과 플라보노이드 함량은 75.34 mg gallic acid/g과 20.15 

mg quercetin/g이고; DPPH 라디칼 소거 활성에서 EC50

은 289.68 ± 2.04 μg/mL; 환원력 측정에서 100 μg/mL 

농도에서 흡광도는 0.388이었으며,  Fe
2+
 chelating 효과에

서는 200 μg/mL 농도에서 36.33%로 나타내었고, 지질과

산화 억제 효능에서는 200 μg/mL의 농도에서 비교적 높

은38.56%의 억제율을 나타내었으며, 암세포 증식 억제 효

과에서는 HT-29와 Hela cell line에서 튤립나무가지 메탄

올 추출물이 200 μg/mL의 농도에서 56.94%와 35.73%의 

세포생장 억제율을 나타내었다. 따라서 본 연구 결과들을 

종합해 볼 때 항산화능력은 총 페놀성분과 밀접한 관계가 

있는 것으로 사료되며, 튤립나무 가지에 대한 기타 생리활

성 연구가 더 필요할 것으로 사료된다.
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