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Abstract To evaluate the inhibitory effect of xanthine oxidase

(XO) and aldehyde oxidase (AO), and antihyperuricemic effect by

Aspergillus oryzae fermented Smilax china L. leaf extracts and

fractions, we observed extracted yield by each solvent, the content

of total polyphenol and total flavonoid (TF), the activities of XO

and AO, and serum uric acid level. Extracted yield (g/kg) by 80%

ethanol (EtOH) was 13.56, those of n-hexane, dichloromethane

(DICM), ethylacetate (EtOAc) and n-butanol fraction (BuOH)

were 1.35−3.33. Furthermore, total polyphenol content (mg/g-

extract) of EtOAc fraction, BuOH fraction, DICM fraction and

EtOH fraction is 478.07−501.26, 259.49−289.02, 165.03−232.27,

134.02−196.54, respectively. Those of fermented EtOAc and

DICM fraction was 4.85 and 40.74% higher than that of non-

fermented fraction, respectively, while the other fermented fractions

were lower than those of non-fermented fractions. And total

flavonoid content (mg/g-extract) of EtOAc fraction was higher

than those of other fractions. Additionally, TF of fermented

EtOAc and BuOH fraction is 10.56 and 60.17% higher, than that

of fermented fraction, respectively, although those of the other

fermented fractions was lower than that of non-fermented fractions.

On the other hand, XO inhibitory activities of all fermented

fractions was significantly higher than that of all non-fermented

fraction, while those of fermented EtOAc (75.02%) and BuOH

fraction (65.59%) was markedly higher than that of non-fermented

fraction (39.42 and 5.34%), respectively. In addition, AO inhibitory

activities of DICM and EtOAc fraction was 81.82 and 77.93%

higher, respectively, than those of the other fractions, and those of

fermented fractions as with XO were significantly higher than that

of non-fermented fractions. Meanwhile, serum uric acid level

(SU) of hyperuricemic control mice (HC, 6.98 mg/dL) was 1.83

folds higher than that of normal control (NC, 3.82 mg/dL).

Furthermore, SU in the group treated with EtOAc fraction decreased

in a dose dependent manner compared with the allopurinol control

group, although those of fermented fractions were significantly

lower than those of non-fermented fractions. This study suggests

that fermented Smilax china L. leaf extracts may regulate the XO

and AO inhibitory activities and antihyperuricemic effect due to

aglycone components from glycoside form flavonoids by

fermentation of A. oryzae.
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서 론

경제성장과 더불어 식생활의 서구화에 기인되어 생활습관병으

로 알려져 있는 고혈압, 비만, 당뇨 등과 같은 대사성질환 뿐만

아니라, 암과 같은 난치성 질병의 발생율이 증가하고 있어 국

민 건강에 심각한 문제를 야기하고 있다(Hill 등, 1992). 그 중

고요산혈증은 대사성 질환의 일종으로 purine 염기의 최종 대

사산물인 요산(uric acid)의 과잉 생성 또는 배설 부진에 의해

나타나는 것으로 과잉의 요산이 관절부위 등에 결정화되어 지속

적인 통증을 유발하는 통풍(gout) (Rott과 Agudelo, 2003; Chena

등, 2011)뿐만 아니라 심혈관 질환(Leyva 등, 1997; Dawson과

Walters, 2006; Duan과 Ling, 2008), 신석증(nephrolithiasis)

(Kramer과 Curhan, 2002; Shekarriz과 Stoller, 2002), 당뇨와

고혈압(Chen 등, 2001) 및 생합성 purine체들은 최종적으로

xanthine oxidoreductase (XOR)에 의해 hypoxanthine에서 xanthine

으로, 다시 요산으로 산화되어 요도로 배설된다. 일반적으로 통

풍의 90%는 소변을 통한 요산의 배설 부진에 의해 발생하며,

나머지 10%는 과잉의 요산 생산으로 발생한다(Wortmann,

2002). 만성 통풍성 관절염의 치료에는 antihyperuircemic agent

들이 이용되고 있으며(Rott와 udelo, 2003), 혈중 요산의 생성

억제제인 allopurinol 및 신장의 요산 재흡수 억제제인 probenecid

와 benzbromarone 등이 처방되고 있으나, 골수 억제와 과민반응

및 간 독성(allopurinol) (Yale 등, 1996; Horiuchi 등, 2000;

Bomalaski와 Clark, 2004)이나 간 독성 benzbromarone (Schlesinger,

2004)과 같은 부작용 때문에 사용의 제한을 받고 있어 안전한

통풍치료제의 개발이 요구되고 있다. Nagao 등(1999)은

allopurionol의 대체제로 xanthine oxidase (XO) 활성 억제능을

가진 식물성 flavonoid (TF) 들을 보고한 바 있으며 또한 Kong

등(2000; 2002) 및 Mo 등(2007)은 XO억제를 통한 hypouricemic

action을 나타내는 생약들을 보고한 바 있다.

한편, aldehyde oxidase (AO)는 XO와 같이 flavin adenine

dinucleotide, molybdenum 및 철-유황과 같은 보결분자단을 가

지며, 질소를 함유하는 heterocyclic compounds의 산화에 관여

(Beedham, 1987; Clarke 등, 1995; Jordan 등, 1999; Kawashima

등, 1999; Kitamura 등, 1999) 함으로서, XO의 작용과 직, 간

접적인 관련이 있다(Beedham, 1987). 뿐만 아니라 XO와 AO는

체내 내외인성 기질들의 산화 과정 중에 superoxide와 같은 활

성산소종을 생성(Mira 등, 1995; Kundu 등, 2007)하며, 특히

AO는 알코올성 간 손상의 유도(Shaw와 Jayatilleke. 1990), 고

지방 식이에 의한 지방간 생성유도(Conklin 등, 2007; Weigert

등, 2008), 지방세포의 분화(Huang과 Ichikawa, 1994; Mercader

등, 2006) 등에 관여함으로서 비만조절과 간 손상의 예방 및 항

암제 개발에 대한 표적효소로 활용되고 있다(Pryde 등, 2010;

Garattini와 Terao, 2011).

청미래덩굴 (Smilax china L.)은 세계적으로 350 여종이 주로

북아메리카와 우리나라를 비롯한 동아시아 지역에 분포하며

(Shao 등, 2007), 활엽덩굴성 관목으로 근경(토복령)은 한방에서

통풍의 치료약재로 쓰이며, 요산의 생성에 관여하는 XO활성을

억제하는 TF에 속하는 kaempfrol-7-O-β-D-glucoside (Shu 등,

2006)와 astilbin 및 3-O-methylastilbin (Guo, 2007)이 풍부하게

함유되어 있다. 그리고 EtOAc 추출물에는 chlorogenic acid,

caffeic acid, polydatin, resveratrol, astillbin, rutin, oxyresveratrol

등이 함유되어 있으며, 이들 대부분이 XO의 활성을 억제하는

것으로 보고되고 있다(Chena 등, 2011). 청미래덩굴잎의 항 통

풍 효과에 대한 연구는 보이지 않으나, α-tocopherol 수준의 항

산화활성을 나타내며, kaepmpfrol 배당체인 kaempferol-7-O-α-L-

rhamnopyranoside와 kaempferol-3,7-O-α-L-dirhamno-pyranoside가

함유되어 있다(Cha와 Lee, 2007). TF의 대부분은 XO와 AO에

대한 저해활성을 나타내나 배당체 상태에서는 결합된 당이 XO

또는 AO 활성 site와의 결합을 방해함으로서 그 저해활성이 감

소되는 것으로 보고되고 있으며(Hamzeh-Mivehroud, 2013), TF

의 glycoside결합을 분해시키는 방법으로 다양한 미생물을 이용

한 발효법이 한 방안으로 제시되고 있다(Lee 등, 2012). 특히

차를 포함한 식물체의 발효에 미생물을 이용하면 떫은맛이 강

하고 소화성을 떨어트리는 tannin성분을 감소시키는 동시에

catechin과 같은 polyphenol 성분을 수용성의 theaflavin과 같은

기능성을 가지는 색상성분으로 전환시키며, 동시에 TF 배당체

를 분해하여 aglycone화함으로서 기능성을 높이는 효과가 있다

(Lee 등, 2012; Hamzeh-Mivehroud, 2013).

본 연구에서는 청미래덩굴잎을 이용한 기능성 차 또는 음료

개발을 위한 일련의 연구로 Aspergillus oryzae로 발효시킨 청

미래덩굴잎의 용매별 추출물에 대하여 total polyphenol 및 total

TF 함량과 토끼 간 조직으로부터 부분 정제한 XO 및 AO에

대한 저해활성 및 고요산혈증을 유도한 마우스의 혈중 요산의

함량에 미치는 영향을 비발효의 경우와 비교하였다.

재료 및 방법

재료 및 발효용 균주. 실험에 사용한 청미래덩굴(Smilax china

L.)잎은 2012년 7월10일에 경기도 용인시의 야산에서 채취한 후,

40oC의 열풍건조기에서 충분히 건조시킨 후 Food Mixer (HNF-

1710, Hanil Electric Co Ltd, Korea)를 사용하여 40 mesh 입

도로 분쇄하여 polyethylene bag에 넣어 4oC에서 보관하면서 시

료로 사용하였다. 발효용 균주는 Korea Food Research Institute

에서 분양받은 Aspergillus oryzae KFRI 995를 malt extract

(BactoTM, Becton, Dickinson and Co, Sparks, USA)를 사용하

여 25oC에서 7일간 진탕배양하여 108 cells/mL로 균수를 조정

하여 종균으로 사용하였다.

발효차 제조방법. 청미래덩굴잎은 수돗물로 깨끗이 세척하고

70% ethanol을 분무하여 10분간 둔 후 무균수로 2−3회 세척하

였으며, 5 mm 내외크기로 잘라 40oC에서 열풍건조 하였다. 충

분히 건조된 것은 Food Mixer (HNF-1710, Hanil Electric Co.

Ltd., Korea)를 사용하여 40 mesh로 분쇄하였다. 발효는 시료 1

kg에 대하여 종균 배양액 100 mL의 비율로 첨가하였으며, 종균

배양액은 가수용 물과 혼합하여 총 2 L가 되게 조정하여 혼합

하여 첨가한 수분함량을 67%로 조정하였다. 발효용 상자는 70%

ethanol로 제균한 플라스틱 발효상자(가로 40×세로 60×높이 12

cm)에 두께 5 cm 정도로 펴 담은 후, polyethylene film으로 밀

봉하여 25oC에서 10일간 발효시켰다. 발효가 끝난 청미래덩굴

잎은 polypropylene bag에 담아 121oC에서 60분간 증자한 후,

45−50oC에서 건조시켜 발효 청미래덩굴잎을 제조하였다.

추출, 분획물의 수율. 청미래덩굴잎 발효차 1 kg을 냉각관을 부

착한 추출장치에 넣어 5 L의 80% ethanol을 가하여 3시간동안

가열 추출하였다. 추출한 액은 Whatman No. 2 filter paper

(Whatman International Ltd, England)로 추출여과 하는 과정을

3회 반복하여 얻은 추출물을 40oC에서 증발, 건조시켰다. 이 건

조물은 증류수에 현탁시키고 분액깔때기를 이용하여 n-hexane
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(Hex), ethylacetate (EtOAc), dichloromethane (DICM) 및 n-

butanol (BuOH) 및 최종적으로 남은 획분(REMSF: residual

ethanol mother solution fraction) 순으로 용매별 추출 분획물을

얻었다. 각 분획물은 3회 반복하여 추출하였으며, 얻어진 각 분

획물은 40oC에서 농축하여 수율측정과 동물실험용 재료로 사용

하였고, 일부는 80% ethanol에 재 용해시켜, total polyphenol

및 total TF의 함량과 XO 및 AO 활성의 측정용 시료로 사용

하였다.

총 polyphenol 및 총 TF함량 측정. 총 polyphenol (TP) 함량은

Minussi 등 (2003)의 방법에 따라 시액 100 µL에 2% sodium

carbonate 2 mL와 50% Folin-Ciocalteu reagent 100 µL를 가한

후 720 nm에서 흡광도를 측정하였으며, gallic acid (Sigma-

Aldrich Co, USA)의 표준검량선에 의하여 함량을 산출하였다.

총 TF 함량은 Meda 등 (2005)의 방법에 따라 시액 0.1 mL에

2% aluminum chloride 1.6 mL와 50% 에탄올 1.5 mL를 혼합

하여 실온에서 10분간 반응시킨 다음, 415 nm에서 흡광도를 측

정하였으며, 표준품 quracetin (Sigma-Aldrich Co., USA)의 표

준검량선에 의하여 함량을 산출하였다.

Xanthine oxidase (XO) 및 aldehyde oxidase (AO)의 활성도

측정. 효소원은 Rajagopalan 등(1962) 및 Maia와 Mira (2002)

의 방법에 따라 토끼 간 조직으로부터 XO 및 AO를 추출,

ammonium sulfate 분획, 투석 및 원심분리를 행하여 부분 정제

한 후, −70oC에서 보관하면서 공시하였다. 시료는 청미래덩굴잎

발효차 및 비발효차로부터 분획한 용매별 추출액을 사용하였으

며, XO 활성도는 Stirpe와 Della Corte (1969)의 방법에 따라

기질 xanthine을 요산으로의 전환 정도를 %로 나타내었으며,

AO 활성도는 Rajagopalan 등(1962)의 방법에 따라 기질 NMN

(N1-methyl nicotinamide)으로부터 산화된 pyridone을 300 nm에

서 측정한 다음 시료대신에 80% ethanol을 첨가한 대조구에 대

한 %로 나타내었다.

동물실험, 고요산혈증의 유도 및 혈중 요산 함량 측정. 실험동

물은 4주령의 평균체중 21−24 g의 ICR (Crljori: CD-1), SPF/

VAF outbred mice (Orient Ltd., Korea)를 무작위로 5마리씩

13개 군으로 나누어 플라스틱 케이지에 넣은 후 기본사료인

5L79 diets (PMI Nutrition, Brentwood, LA)로 1주일간 사육하

여 환경에 적응시킨 후, 실험에 사용하였다. 실험동물의 사육과

사용 등 실험과정이, 실험이 행하여진 기관의 윤리위원회 승인

을 받았고 해당 연구기관의 윤리위원회 규정에 저촉되지 않게

실시하였다. 실험군은 기본사료만을 급여한 정상군(NC), 고요산

혈증 대조군(HC), 고요산혈증 마우스에 allopurinol (10 mg/kg)을

투여한 군(ALL), 고요산혈증 마우스에 체중 kg당 dichloromethyl

fraction (600 mg/kg)을 투여한 군(DICM), 고요산혈증 마우스에

EtOAc fraction (300, 600 및 900 mg/kg)을 투여한 군(EtOAc)

및 butanol fraction (600 mg/kg)을 투여한 군(BuOH)의 13군으

로 구분하여 1주일간 실험하였다. Allopurinol을 비롯한 모든 추

출 분획물은 0.5% Na-CMC 용액에 현탁시켜, 매일 1회 오전

8시에서 9시 사이에 1회씩 1주간 경구투여 하였다. 식이와 물

은 투여 1.5시간 전에 공급을 중단하였다. 고요산혈증의 유도를

위한 uricase 저해제인 potasium oxonate (Sigma Co., USA)의

처리는 Hokazono 등 (2010)의 방법에 따라 7일째 allopurinol

및 추출분획물의 투여 1시간 전에 0.5% Na-CMC 용액에 25

mg/mL의 농도로 현탁시켜 250 mg/kg을 복강 주사하였으며,

potasium oxonate 주사 3시간 후에 diethylether로 마취시킨 다

음 개복하여 하대정맥으로부터 채혈하여 분리한 혈청 내 요산

의 함량을 auto uric acid kit (YD diagonostics, Korea)를 이

용하여 분석하였다. 식이는 4oC에서 보관하면서 공급하였고, 사

육장의 온도 및 습도는 각각 23±2oC, 60±5%로, 명암주기는 12

시간 간격으로 설정하였으며, 물과 사료는 자유 섭취시켰다.

통계처리. 결과분석은 3회 반복측정 평균치와 표준편차로 나타

내었으며, 동물실험결과는 실험동물 5마리의 측정 평균치와 표

준편차로 나타내었다. 유의성 검증은 version 12의 SPSS

(Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc, Chicago,

IL, USA) software package program을 이용하여 Duncan's

multiple range test와 t-test를 행하였다.

결과 및 고찰

용매별 분획물의 수율. 청미래덩굴잎과 Aspergillus oryzae 균주

와의 발효 후 발효청미래덩굴잎의 용매별에 따른 추출분획물의

수율을 비발효의 경우와 비교 조사한 결과는 Fig. 1과 같다. 용

매별 수출물의 수율(g/kg)은 80% ethanol (EtOH) fraction에서는

13.56 g이었으며 Hex, dichloromethane (DICM), ethylacetate

(EtOAc) 및 n-butanol (BuOH) fraction은 1.35−3.33 g 범위를 나

타내었다. 한편, 발효시킨 경우는 EtOH fraction은 비발효에 비

하여 약 10% 정도가 감소되었으나, Hex과 EtOAc 분획물에서는

각각 22.72 및 17.39%가 증가하였다(Fig. 1). 일반적으로 n-

hexane은 지용물질을 용해시키는 용매로 발효에 따라 주로 수용

성 성분의 감소가 일어남을 알 수 있으며, EtOAc 분획물이 증

가하는 것으로 보아 발효에 의하여 ethylacete 가용성의 새로운

polyphenol 성분이 생성(Lee, 2012) 되거나 세포벽과 강하게 결

합되어 있던 polyphenol성 물질이 발효에 의하여 추출되기 쉬운

형태로 전환(Shi 등, 2012) 되는 것으로 사료된다. Chena 등

(2011)은 토복령(40 mesh)의 경우 EtOH fraction의 수율(g/kg)을

120 g으로 보고하여, 본 실험에서 사용한 잎 추출물에 비하여 약

10배 정도가 높고, BuOH (48 g)과 EtOAc 분획물(30 g)에서도 약

10배가 높은 것으로 보고하였다. 용매 추출물의 수율은 일반적

으로 품종과 재배지역, 수확시기 등에 따라 차이가 있을 뿐 아

니라, 유효성분의 함량도 상당한 차이가 있는 것으로 알려져 있다.

총 polyphenol 및 총 flavonoid 함량. 용매별 추출 분획물에

함유된 총 TP 및 총 TF 함량을 조사한 결과는 Fig. 2와 같다.

TP 함량(mg/g-extract)은 EtOAc 478.07−501.26이고, BuOH

259.49−289.02이며, DICM 165.03−232.27, EtOH 134.02−196.54

이었으며, EtOAc 및 DICM 분획추출물에서는 발효시킨 경우가

비발효에 비하여 각각 4.85 및 40.74%가 높았으나 그 외 모든

분획추출물에서는 발효시킨 경우가 낮았다(Fig. 2A). TF의 함량

은 EtOAc 분획추출물에서 11.24−12.43%로 가장 높은 함량을

나타내었으며, EtOAc과 BuOH에서의 TF 함량은 발효시킨 경

우가 비 발효에 비하여 각각 10.56% 및 60.17%가 높았으나,

여타 분획추출물들에서는 발효시킨 경우가 낮았다(Fig. 2B). Lee

등(2012)은 발효청미래덩굴잎이 비 발효에 비하여 TF를 포함한

TP의 함량 감소율이 높으나 관능적인 품질은 향상되는 것으로

보고하였다. 본 연구에서도 각 분획추출물의 TP 및 TF 함량의

합계가 발효시킨 경우에서 낮아 동일한 결과를 보였다. 이러한

현상은 발효에 의하여 주로 polyphenol 중에서 강하며 삽미를

나타낼 뿐만 아니라, 단백질 또는 효소류와 강하게 결합함으로

서 소화작용을 떨어트리는 tannin 성분(Bennick, 2002; Lesschaeve

와 Noble, 2005)이 감소됨과 동시에 차의 발효에서와 같이 발
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효에 의하여 색상을 나타내는 새로운 TF가 생성되는 것으로 생

각 된다(Lee 등, 2012).

청미래덩굴의 근경인 토복령에서는 kaempfrol-7-O-β-D-

glucoside (Shu 등, 2006), astilbin 및 3-O-methylastilbin

(Guo, 2007), dihydrokaempferol, resveratrol, oxyresveratrol,

scirpusin, kaempfrol-7-O-β-D-glucoside 및 dihydrokaempferol-

3-O-α-O-rhamnoside (Wu 등, 2010), chlorogenic acid, caffeic

acid, polydatin, resveratrol, astillbin, rutin 및 oxyresveratrol

(Chena 등 2011)과 같은 polyphenol 성분이 분리된 바 있다.

그리고 Cha와 Lee(2007)는 청미래덩굴잎에서 polyphenol 성분

의 가용 획분인 EtOAc의 주 성분이 glycoside 결합방식에는 차

이가 있으나, 토복령에서도 분리 된 바 있는 kaempferol-7-O-α-

L-rhamnopyranoside 및 kaempferol-3,7-O-α-L-dirhamno- pyranoside

와 같은 TF 배당체라 하였으며, 이들 성분이 발효에 의하여

aglycone화 되는 것으로 사료된다.

XO 및 AO에 대한 저해활성. 비발효 및 발효 청미미래덩굴잎

의 용매별 추출분획물이 토끼 간 조직으로부터 부분 정제한 XO

와 AO에 대한 저해활성을 조사한 결과는 Fig. 3과 같다. XO

저해활성은 모든 용매추출분획물에서 비발효에 비하여 발효시

킨 경우가 현저하게 높은 활성을 나타내었다. 특히 발효청미래

덩굴잎 EtOAc 및 BuOH fraction의 XO 저해활성은 각각

75.02% 및 65.59%로 비 발효 경우의 39.42% 및 5.34%에 비

하여 현저하게 높았다(Fig. 3A). AO 저해활성은 DICM과

EtOAc fraction에서 각각 81.82% 및 77.93%로 여타 fraction들

에 비하여 높았으며 XO의 경우와 마찬가지로 비발효에 비하여

발효시킨 경우의 저해활성도가 현저하게 높았다(Fig. 3B).

XO는 식이로부터 섭취되거나 체내에서 생합성 된 핵산의 대

사산물인 hypoxanthine 또는 xanthine을 요산으로 전환시키는데

관여하는 효소(Fig. 4)로 정상 생리상태에서는 NAD+를 전자수

용체로 이용하는 xanthine dehydrogenase로 작용하나 병태생리

Fig. 1 Yields of various solvent partitioned fractions from non-fermented (NFS, A) and fermented Smilax china L. leaf (SFA, B). Abbreviations: EtOH;
80% ethanol, Hex; n-hexane fraction, DICM; dichloromethane fraction, EtOAc; ethyl acetate fraction, BuOH; n-butanol fraction, REMSF; residual
ethanol mother solution fraction. Values are mean ± standard deviation of triplicate determination, different letters on the bars (a−c, A−E) indicate
significant differences (p <0.05).

Fig. 2 Total polyphenol (A) and total flavonoid (B) contents of various solvent partitioned fractions from non-fermented (NFS) and fermented Smilax
china L. leaf (SFA). Abbreviations: See Fig. 1. Values are mean ± standard deviation of triplicate determination, different letters on the same bars (A−E,
a−f) indicate significant differences (p <0.05).
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학적 조건 하에서는 분자상의 O2를 전자수용체로 이용하는 XO

로 작용한다(Parks와 Granger, 1986). 한편, AO는 간, 폐, 신장

의 세포질에 존재하는 효소(Al-Salmy, 2001)로 전자공여체가 존

재할 경우에는 sulfoxides, N-oxides, nitrosamines, hydroxamic

acids, azo 염료, oximes, epoxides, 방향족 nitro화합물 및 1,2-

benzisoxazole 유도체의 환원에 관여함으로서 해독(Hirao 등,

1994; Sugihara 등, 1996)과 다중약물에 대한 저항성 해소에도

관여(McCrystal 등, 1999) 하나 methotrexate 또는 famciclovir

와 같은 aldehyde 또는 질소를 함유하는 heterocyclic compounds

의 산화를 촉진함으로서 약효를 감소시킬 수도 있다(Beedham,

1987; Kitamura 등, 1999). 또한 AO는 XO의 작용과 밀접한

관련이 있으며 XO가 결핍되었을 때 작용할 수 있는 것으로 알

려져 있으나 확실하게 밝혀져 있지는 않다. Tayama 등(2011)은

녹차음료가 AO의 활성에 미치는 영향을 조사한 결과 0.1% 음

료는 24.3−38.8%, 1% 음료는 73.9−90.0%, 10% 음료는 90.0−

93.5%의 저해활성을 나타낸다고 하였다. 통풍의 약 90%는 신

장의 기능 부진으로 발생한다는 보고(Wortmann 2002)가 있으

나 XO의 활성화에 의하여 생성된 요산의 용해성이 낮은 특성

으로 인하여 그 정도가 더욱 심해질 수 있어 신장의 기능회복

을 위한 처방과 동시에 XO의 활성을 저해시킬 수 있는 천연제

재의 개발이 요구되고 있다.

항 고요산혈증 효과. 발효 및 비발효 청미래덩굴잎 용매별 추

출 분획물 중 XO에 대한 저해활성이 높은 DICM, EtOAc 및

BuOH 분획추출물을 potassium ozonate로 유도한 고요산혈증

mouse에 1주간 투여하였을 때의 혈중 요산(SU) 함량에 미치는

영향을 조사한 결과는 Fig. 5와 같다. 고요산혈증 대조군(HC)의

SU 함량은 6.98 mg/dL로 정상대조군(NC)의 3.82 mg/dL에 비하

여 1.83배가 높았으며, DICM군(600 mg/kg) 및 BuOH군(600

mg/kg)의 경우도 각각 6.14−6.31 mg/dL 및 6.15−6.28 mg/dL로

HC군의 차이를 보이지 않았다. 그러나 EtOAc (600 mg/kg) 투

여군은 비발효에서는 5.24 mg/dL, 발효에서는 4.57 mg/dL로 HC

군에 비하여 유의적인 감소를 보였으며, 비 발효군에 비하여 발

효군에서 뚜렷하게 감소하는 경향을 나타내었다(Fig. 5A). 또한,

표준 XO 저해제인 allopurinol을 투여한 경우와 유의적인 차이

를 보이지 않았다. EtOAc 분획추출물의 투여량을 300, 600 및

900 mg/kg으로 변화시켰을 때 투여량에 비례하여 SU 함량이 감

소하는 경향을 보였으며 투여군 모두에서 발효시킨 경우가 비

발효에 비하여 낮은 SU 함량을 나타내었다(Fig. 5B).

이 같은 결과는 청미래덩굴의 잎에 존재하는 TF의 XO에 대

한 활성억제작용과 관련이 있는 것으로 판단된다. 이러한 결과

는 발효에 의해 주로 생성되는 polyphenol 중tannin 성분

(Bennick, 2002; Lesschaeve와 Noble, 2005)이 감소됨과 동시에

차의 발효에서와 같이 발효에 의하여 색상을 나타내는 새로운

TF가 생성되기 때문이라 판단 된다(Lee 등 2012).

Fig. 3 XO (A) and AO (B) inhibitory activities of various solvent partitioned fractions from non-fermented (NFS) and fermented Smilax china L. leaf
(SFA) against XO and AO extracted and partial purified from rabbit liver. Abbreviations: See Fig. 1. Values are mean ± standard deviation of triplicate
determination, different letters on the same bars (A−E, a−f) indicate significant differences (p <0.05).

Fig. 4 Metabolismic pathway of uric acid. Abbreviations: IMP; inosine
monophosphate, AMP; adenosine monophosphate, GMP; guanosine
monophosphate, XOR; xanthine oxidoreductase, AO; aldehyde oxidase.
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초 록

Aspergillus oryzae로 발효시킨 청미래덩굴잎 용매추출분획물의

xanthine oxidase (XO) 및 aldehyde oxidase (AO) 저해활성과

항고요산혈증에 미치는 영향을 조사하였다. 용매별 추출수율(g/kg)

은 80% ethanol (EtOH)은 13.56이었으며, n-hexane, dichloromethane

(DICM), ethylacetate (EtOAc) 및 n-butanol fraction (BuOH)

은 1.35−3.33 범위였다. Total polyphenol 함량(mg/g-extract)은
EtOAc fraction 478.07−501.26, BuOH fraction 259.49−289.02,

DICM fraction 165.03−232.27, EtOH fraction 134.02−196.54

이었으며 EtOAc 및 DICM fraction에서는 발효시킨 경우가 비

발효에 비하여 각각 4.85 및 40.74%가 높았으나 그 외 모든

fraction에서는 발효시킨 경우가 낮았다.

총 flavonoid 함량은 EtOAc fraction이 여타 fraction에 비하

여 높았다. EtOAc 및 BuOH fraction의 TF 함량은 발효시킨

경우가 비 발효에 비하여 각각 10.56% 및 60.17%가 높았으나

여타 fraction들에서는 발효시킨 경우가 낮았다. XO 저해활성은

모든 분획물에서 발효시킨 경우가 비발효에 비하여 현저하게 높

았으며 EtOAc 및 BuOH fraction의 경우 발효시킨 경우는 각

각 75.02 및 65.59%로 비발효 경우 39.42 및 5.34% 보다 현

저하게 높았다. AO 저해활성은 DICM과 EtOAc fraction에서

각각 81.82 및 77.93%로 여타 fraction들에 비하여 높았으며

XO의 경우와 마찬가지로 발효시킨 경우가 비발효에 비하여 현

저하게 높았다. 고요산혈증 mouse의 혈중 요산(SU) 함량에 미

치는 영향을 조사한 결과, 고요산혈증 대조군의 SU 함량은 6.98

mg/dL로 정상대조군 (NC)의 3.82 mg/dL에 비하여 1.83배가 높

았으나, EtOAc fraction은 투여량에 의존적으로 SU의 함량이

감소하였으며, 발효시킨 경우가 비발효에 비하여 유의적인 감소

를 보였다. 이상의 결과, A. oryzae와 청미래덩굴잎의 발효과정

을 통해, glycoside형태의 flavonoid를 aglycone화하여 비발효에

비해 높은 XO 및 AO 저해활성과 함께 항고요산혈증 효과를

나타내는 것으로 사료된다.
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