
Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 28(5): 327-331 (2013)
http://dx.doi.org/10.7841/ksbbj.2013.28.5.327

연구논문
비타민 나무 Seed 추출물의 항산화 활성 및 항염증에 관한 연구

윤미연*

A Study on Anti-oxidant Activity and Anti-inflammatory Action of Sea

Buckthorn Seed Extract

Mi Yun Yoon*

접수: 2013년 9월 5일 / 게재승인: 2013년 10월 26일

© 2013 The Korean Society for Biotechnology and Bioengineering

Abstract: This study aimed to observe the effects of Sea

Buckthorn seed extracts (SEB) on anti-oxidation and anti-

inflammation. SEB were found to strongly depress ROS pro-

duction depending on concentration, and 46.5% anti-oxida-

tion effects were found in the top concentration of 100 µg/

mL. Histamine and arachidonic acid release were measured to

observe the effects of SEB on anti-inflammation. SEB inhib-

ited histamine release and arachidonic acid release on dose

dependent manner. Based on the results above, the conclu-

sion is drawn that SEB have the potential to be used as natu-

ral materials that are effective for anti-oxidation and anti-

inflammation.
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1. 서론

인체의 노화와 질병 유발 및 합병증으로 건강에 유해한 작용

을 일으키는 주요 원인으로 알려진 활성산소는 superoxide

radical, hydoxyl radical, hydrogen peroxide, singlet oxygen 등

다양하며 [1,2], 정상적인 세포는 이러한 활성 산소종 (reac-

tive oxygen apecies, ROS)에 끊임없이 대항하며 산화적 스트

레스를 입게 된다 [3]. 일반적으로 활성산소를 억제시키는 항

산화제는 superoxide dismutase, catalase, glutathione reduc-

tase 등의 효소계열의 항산화제와 phenol성 화합물, flavone

유도체, ascorbic acid, carotenoids, glutathione 등의 천연 항산

화제, butylated hydroxyanisole (BHA)와 butylated hydroxy-

toluene (BHT), PG (propyl gallate) 등의 합성 항산화제가 널

리 알려져 있다 [4]. 오늘날 건강에 대한 관심이 높아짐에 따

라 노화 억제를 위한 항산화물질에 대한 관심이 고조되면서

활성산소를 방어하는 항산화물질에 대한 연구가 활발히 이

루어지고 있으며 [5], 특히 인체에 부작용이 적은 천연식물

을 이용한 항산화 물질에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있

는 실정이다 [6,7].

염증 (inflammation)은 물리적인 충격이나 화학물질, 세균

감염 등의 자극에 대항하는 인체방어기전이며, 지속적인 염

증반응은 통증, 부종, 발적, 발열 등을 일으켜 기능장애를 유

발한다 [8,9]. 염증반응으로 인해 나타나는 피부증상으로는

아토피성 피부나 여드름성 피부가 대표적이다. 그 중 아토피

성 피부염은 다양한 사이토카인 (IL-4, CCL27)분비, IgE의

증가, 조직내 세포의 침윤 (CD4+, CD25+, 호산구, 또는 비만

세포 등)과 연관되어 있는 대표적인 알러지성 질환이다 [10].

아토피를 비롯하여 대부분의 피부염증의 초기 증상은 비만

세포 (Mast cell)에서 분비되는 히스타민 (Histamine)에 의해

일어나며 히스타민에 의해 나타나는 증상들을 치료하기 위

해서는 항히스타민 계열의 약물을 사용하는 것이 일반적이

다 [11]. 히스타민은 비만세포의 탈 과립에 의해 분비되는 물

질 중에서 가장 잘 알려져 있고 즉시형 과민 반응을 일으키

는 중요한 인자이다 [12]. 지금까지 개발된 합성 항염증제는

스테로이드와 비스테로이드로 나누어지며, 이들은 위장, 신

장 및 심장질환 등의 부작용이 나타날 수 있다 [13]. 따라서

보다 안전하고 효과적인 천연 유래 항염증제의 개발이 활발
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하게 이루어지고 있다.

비타민 나무는 (Hippohae rhamnoides L.)는 유럽과 러시아,

캐나다, 중국, 몽골 등에서 폭넓게 재배되고 있는 낙엽관목

이다 [14]. 한국과 북한에서는 비타민 나무 또는 산자나무로

알려져 있으며 내한성이 매우 강한 식물로서 가뭄과 한발에

서도 잘 자란다 [15]. 중국에서는 Saji로 불리며 1~3년생은 한

해 90~150 cm까지 성장하며 암수가 다른 자웅이주이며 은회

색의 피침형 잎이 호생하고 열매는 4월과 10월경에 수확한

다 [16]. 비타민 나무는 씨앗, 나무 (pulp), 열매 등에 190종 이

상의 성분을 포함하고 있으며 비타민 성분 (A. K. E), 22종의

지방산, 42종의 지질 (Lipid), 유기산, 아미노산, 비타민 C, B1,

B2, 폴릭산 (Folic acid), 토코페롤, 페놀, 탄닌 등과 20종의 탄

수화물 등을 포함하고 있다 [17]. 최근 국내에서 비타민 나무

의 열매, 잎을 활용한 식품재료 및 다양한 기능성 물질로 활

용 가능성이 커지고 있으며 재배가 활성화되고 있다.

따라서 본 연구에서는 다양한 약리효과가 있는 비타민 나

무 중 연구가 미비한 seed 추출물이 항산화 및 항염증에 미치

는 영향을 관찰함으로써 추후 항염증, 항산화와 관련된 기능

성 화장품의 원료로써의 활용방안을 모색하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시약

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide

(MTT)는 Sigma Chemical Co.로부터 구입하였다. 2',7'-dichlo-

rofluorescin diacetate (DCF-DA)는 Molecular Probe Co., (Eu-

gene, OR, USA) 에서 구입하였다. RAW 264.7 세포, RBL

2H3 세포는 서울대학교 세포주 은행으로부터 구입하였다.

2.2. 실험 재료

비타민 나무 seed 건조물을 분말화 하여 95% 주정 (EtOH, EP

grade)으로 72시간 상온에서 추출하는 것을 2회 반복하였다.

추출을 통해 얻어진 상층액을 3M filter paper를 이용하여 정

제하고, 정제된 추출물을 Rotary evaporator를 이용하여 농축

한 뒤 Heating block을 이용하여 남아있는 EtOH를 모두 날리

고 최종 Extracts를 얻어 시료로 사용하였다.

수득률 = (Extracts 무게 / Seed 분말의 무게) × 100

             = (0.553 g / 4.0327 g) × 100 = 13.713%

2.3. 세포배양

RAW 264.7 세포, RBL 2H3 세포는 10% fetal bovine과 peni-

cillin/streptomysin (100 IU/50 µg/mL)을 함유한 Dulbecco's

modified Eagle's medium (DMEM) 용액으로 37oC, 5% CO2

배양기에서 배양하였다.

2.4. MTT를 이용한 세포독성 측정 

비타민 나무 seed 추출물의 세포독성을 확인하기 위하여 MTT

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

assay를 하였다. 세포주는 RAW 264.7 세포를 사용하였으며,

96 well plate에 well 당 1×104의 세포수로 분주하고 각각의

시료를 농도별로 가한 후 48시간 동안 37oC, CO2 배양기에서

배양하였다. 48시간 후 배양 용액을 버리고, Krebs 용액 (mM:

NaCl 137, KCl 2.7, Na2HPO4 0.4, MgCl2 0.5, HEPES [pH 7.4]

10, CaCl2 1.8, glucose 5)에 녹인 MTT 용액 500 µg/mL을 각

well에 200 µL씩 가하고 어두운 곳에서 4시간 배양 후 상층액

을 버리고, DMSO를 각 well에 200 µL를 가하여 MTT forma-

zan을 용해시켰다. 실온에서 15분간 MTT formazan을 완전

히 용해 후 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.5. Reactive oxygen species (ROS) 측정

RAW 264.7 세포를 15 mL의 Krebs 용액 (mM:NaCl 137, KCl

2.7, Na2HPO4 0.4, MgCl2 0.5, HEPES [pH 7.4] 10, CaCl2 1.8,

glucose 5)에 suspend시킨 후 20 M DCF-DA를 가하고 1시간

빛을 차단한 곳에서 배양하였다. DCF-DA가 없는 Krebs 용액

으로 한번 세척한 후 10 cell/mL로 분주하고 비타민 나무 seed

추출물을 전처치하고 1 mg/mL silica를 처치한 후 1시간 배양

하였다. 원심분리 후 세포를 200 µL의 Krebs 용액에 분산시

킨 후 형광 (EX: 485 nm; Em: 535 nm)을 측정하였다.

2.6. Histamine release 측정

RBL 2H3 세포를 106 cells/mL로 분주하고 시료를 10분간 전

처치한 후 0.5 µM melittin을 처치하여 30분간 histamine을 유

리시켰다. 반응이 끝난 후 원심 분리하여 상층액과 세포를

분리하고 세포는 초음파 분쇄기로 파괴시킨 후 각각 증류수

를 가하여 최종 부피가 2 mL가 되게 조절하였다. 각 튜브에

1 N NaOH 0.4 mL, 1% OPT (o-phthaldialdehyde, 10 mg/mL in

absolute methanol) 0.1 mL를 가하여 잘 혼합한 후 실온에서 4

분 이상 배양하고 3 N HCl 0.2 mL를 가하여 반응을 정지시켰

다. 96 well microplate 에 200 µL씩 소분하여 형광측정 (Ex.

355 nm / Em. 455 nm)하였다. 상층액에 있는 histamine의 양

을 유리된 histamine 양으로 간주하였다.

2.7. Arachidonic acid 활성 측정

RBL 2H3 세포를 10% FBS이 함유된 DMEM에서 충분히 배

양한 후에 24 well plate를 이용하여 105 cell/wells로 분주하였

다. FBS가 없는 DMEM에 [3H]Arachidonic acid (0.4 µCi/mL)

를 가하여 24시간 동안 labeling 하였다. Labeling이 끝난 후

serum-free DMEM으로 washing하여 labeling 되지 않은 [3H]

Arachidonic acid를 제거하였다. 여기에 다시 serum-free

DMEM을 1 mL 가하고 각각의 시료를 전처치한 후 1 µM

melittin을 처치하여 30분간 Arachidonic acid를 유리시켰다.

상층액을 취하여 원심분리하고 세포가 없는 상층액 500 µL

를 취해 액체 섬광계수기로 radioactivity를 측정하였다.

2.8. 자료분석 및 통계적 검정

실험 결과는 평균±표준편차로 표기하였으며, 실험 성적은
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non-paired Student's t-test로 검정하였다.

3. 결과 및 고찰 

3.1. 세포독성 측정

식물 추출물에 의한 세포 생존율에 관한 선행 연구를 보면

맨드라미 추출물의 경우에는 100 µg/mL 농도에서 89.5%의

생존율을 나타내었으며 [18], 질경이 추출물 100 µg/mL 농도

에서 81.8%의 생존율을 나타내어 [19] 화장품 및 원료 개발에

있어서 유효한 물질의 가능성을 시사하였다. 비타민 나무

seed 추출물이 세포독성에 미치는 영향을 알아보기 위하여

MTT assay를 통해 세포 생존률을 측정하였다. RAW 264.7

cell에 비타민 나무 seed 추출물 1, 3, 10, 30, 100 µg/mL 농도

로 처리하여 관찰한 결과 비타민 나무 seed 추출물은 모든 농

도에서 세포독성이 나타나지 않았으며 (Fig. 1), 100 µg/mL

농도에서 99.2%의 강한 세포생존율을 나타냄으로써 인체에

적용하였을 때 안전성에 있어 매우 효과적인 물질이라 사료

된다.

3.2. RAW 264.7 세포에서 reactive oxygen species (ROS)

소거 활성 

DCF-DA 형광물질을 이용하여 세포내에서 생성되는 hydro-

gen peroxide를 측정하였다. ROS는 산소의 환원 대사물로서

산소를 필요로 하는 정상 세포 내 대사 과정이나 세포질 내

효소 작용에 의해 내부로부터 형성되거나 다양한 외부 요소

에 의해 형성된다. 세포들은 ROS의 축적과 손상에 대항하기

위해 항산화 방어기전을 갖추고 있는데, ROS 발생이 세포의

항산화 능력을 초과하는 경우 산화적 스트레스에 노출된다

[20]. 실험에서 stimulant로 사용한 silica는 macrophage에서

뿐만 아니라 fibroblast에서도 reactive oxygen species를 생성

하는 물질로 알려져 있다 [21]. Silica에 의해 생성된 ROS의

억제효과를 관찰한 결과 비타민 나무 Seed 추출물은 농도 의

존적으로 ROS 생성을 강하게 억제하였으며 최고 농도인

100 µg/mL에서는 46.5%의 항산화 작용을 나타내었다 (Fig.

2). 이것은 비타민나무 잎 추출물, 즉 에탄올 추출물, 에틸아

세테이트 분획 및 아글리콘 분획은 모두 비교 물질인 강력한

수용성 항산화제인 비타민 C인 ascorbic acid보다도 훨씬 강

한 항산화능을 나타낸 연구결과 [22]와 유사하며, 이러한 결

과로 볼 때 비타민 나무 seed 추출물의 강한 항산화능은 화장

품 응용에 어려움이 있는 수용성 비타민 C를 대신하여 화장

품에 응용 가능성이 높을 것으로 사료된다.

3.3. Histamine release 활성

알레르기 반응은 만성 염증성 질환의 원인세포로 지목되는

호염구 및 비만세포는 알레르기원과 면역복합체를 이룬 IgE

가 세포막의 Fc-ε 수용체와 결합하여 histamine을 분비하여

염증반응을 유도하게 된다. 따라서 histamine의 정량은 이들

세포에서 탈 과립의 지표이기 때문에 알레르기 억제물질의

생물활성 측정에 유용하게 사용되고 있다 [23]. 호염구 세포

주인 RBL 2H3 세포에 melittin 이용하여 histamine을 유도하

여 정량한 결과 비타민 나무 seed 추출물은 농도 의존적으로

histamine 유리를 억제하는 경향을 나타내었으며 최고농도인

100 µg/mL에서는 35.8% 억제하였다 (Fig. 3). 따라서 생활환

경, 식생활의 변화로 인해 알레르기원에 지속적으로 자극되

어지는 현대인에게 부작용이 많은 스테로이드제가 아닌 천

연물질로 피부에 나타나는 알레르기성 질환을 호전시킬 수

있는 소재로써 비타민 나무 Seed 추출물의 활용 가능성이 높

을 것으로 사료된다.

3.4. Arachidonic acid(AA) release 활성

Histamine과 더불어 염증매개불질로 알려진 arachidonic acid

에 장기간 자극받게 되면 기관지 천식, 아토피성 피부염과 같

은 만성적인 알레르기 상태를 반영하게 된다. 가장 일반적으

로 사용되고 있는 비타민 나무의 제품으로는 열매 및 종자로

부터 추출한 오일류가 대부분이며, 중국, 러시아, 몽골 등에

서는 민간요법으로 구내염 (Oral mucositis), 질염 (vaginal

mucositis) 등의 염증성 질환에 다양하게 사용되어왔다 [24].

이같이 항염증 작용이 있는 것으로 알려진 비타민 나무의

Fig. 1. The cytotoxicity of Sea Buckthorn seed extract. Results are

means±SD from 4 separate experiments.

Fig. 2. Effects of Sea Buckthorn seed extract on ROS generation in

RAW 264.7 cells. Data were expressed as % change of silica. Results

are means±SD from 4 separate experiments.
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seed 추출물이 염증매개체인 arachidonic acid의 유리를 어느

정도 억제하는지 알아보기 위해 arachidonic acid를 lebeling

시킨 RBL 2H3 세포에서 melittin에 의한 arachidonic acid에

미치는 영향을 관찰하였다. 비타민 나무 seed 추출물은 meli-

ttin에 의한 arachidonic acid의 유리를 농도 의존적으로 억제

하는 경향을 나타내었으며 30, 100 µg/mL 농도에서 유의하

게 억제하였다 (Fig. 4). 이러한 결과로 볼 때 비타민 나무

seed 추출물이 피부에 나타나는 염증반응을 완화시켜주고

인체에 부작용이 없는 화장품 소재로의 개발 가능성이 있는

것으로 사료된다.

4. 결론

본 연구는 다양한 약리효과가 있는 비타민 나무 중 seed 추출

물이 항산화 및 항염증에 미치는 영향을 관찰함으로써 추후

항염증, 항산화에 관련된 기능성 화장품의 원료로써의 활용

방안을 모색하고자 하였다. 연구의 결과는 다음과 같다.

RAW 264.7 세포를 이용하여 세포독성 실험을 실시한 결과

비타민 나무 seed 추출물은 모든 농도에서 이렇다 할 세포독

성을 나타내지 않았다. 따라서 적용된 농도 범위 내에서는

피부에 적용하였을 때 안전한 물질이라 사료된다. 비타민 나

무 Seed 추출물의 항산화 작용을 알아보기 위하여 세포내에

서 생성되는 hydrogen peroxide을 DCF-DA 형광물질을 이용

하여 ROS를 측정하였다. silica에 의해 생성된 ROS의 억제

효과를 관찰한 결과 비타민 나무 Seed 추출물은 농도 의존적

으로 ROS 생성을 강하게 억제하였으며 최고 농도인 100 µg/

mL에서는 46.5%의 항산화 작용을 나타내었다. 비타민 나무

seed 추출물의 항염증에 미치는 영향을 관찰하기 위해 hista-

mine과 arachidonic acid release를 측정하였다. 비타민 나무

seed 추출물은 melittin에 의해 유리된 histamine을 농도 의존

적으로 억제하였으며, arachidonic acid 유리도 적용 농도에

따라 억제하였다. 이상의 결과를 종합해 볼 때 비타민 나무

seed 추출물이 화장품 소재개발에 있어서 항산화와 항염증

에 관련된 천연물로써 효과적으로 활용이 가능할 것으로 사

료된다.
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