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HepG2 및 PC12 세포에서 혼합 한약재 발효물의 산화적 스트레스 억제 활성 평가
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ABSTRACT This study was carried out to investigate the effect of fermented herbal mixtures (FHMs) in HepG2 
and PC12 cells. Two different types of fermented herbal mixtures consisted of Chrysanthemum morifolium, Ganoderma 
lucidum, Acanthopanax senticosus, Schisandra chinensis, Hovenia dulcis thumb, and Lycii fructus. FHM-A and FHM-B 
were separately fermented with Prunellae Spica, Portulaca oleracea (FHM-A) and Acorus gramineus, Pycnostelma 
paniculatum (FHM-B). Total phenolic content of FHM-B was higher than that of FHM-A. ORAC values in both 
FHM-A and FHM-B increased in a dose-dependent manner, and antioxidant activities against peroxyl radicals were 
higher in FHM-A than FHM-B. Both FHM-A and FHM-B effectively ameliorated AAPH- and ethanol-induced oxidative 
stress in HepG2 cells. They also suppressed lipid formation induced by ethanol treatment. In addition, FHM-A and 
FHM-B prevented H2O2-induced PC12 cell death. FHM-B showed a relatively stronger protective effect than that 
of FMB-A. Taken together, these findings show that a fermented herbal mixture could be used in healthy and functional 
food design for oxidative stress-related diseases.

Key words: medicinal herb mixture, fermentation, antioxidant, oxidative stress

Received 7 March 2016; Accepted 9 May 2016
Corresponding author: Eunju Park, Department of Food and Nutri-
tion, Kyungnam University, Changwon, Gyeongnam 51767, Korea 
E-mail: pej@kyungnam.ac.kr, Phone: +82-55-249-2218

서   론

생체 내 대사과정에서 호기적 대사의 부산물로써 활성산

소종(reactive oxygen species, ROS)은 자연적으로 발생

한다. 활성산소종은 호기성 대사 동물에서 생명유지에 필수

불가결한 요소이지만 대사 과정에서 과량으로 발생한 활성

산소종은 에너지를 받아들여 unpaired electron의 회전방

향이 변하여 singlet oxygen(1O2)이 되거나 전자를 받아들

여 수퍼옥사이드 라디칼(superoxide radical, ･O2
-), 하이

드록실 라디칼(hydroxyl radical, ･OH), 과산화수소(hy-

drogen peroxide, H2O2), alkoxy radical(RO･), peroxyl 

radical(ROO･) 등과 같은 반응성이 강한 라디칼을 형성하고 

산화적 스트레스를 유발하여 세포 구성성분인 지질, 단백질, 

핵산, 당, 그리고 DNA 등의 손상을 유발하며 세포의 정상적

인 대사를 저해한다. 이들 활성산소종이 다량으로 발생하여 

체내 항산화 방어 체계의 균형이 깨지면 노화, 동맥경화, 그

리고 암 등의 다양한 만성질환 발병과 밀접한 관련이 있는 

것으로 보고되어 왔다(1-3).

이러한 활성산소종에 대한 지속적인 노출 및 산화적 스트

레스에 대하여 생체계는 항산화 시스템을 발달시켜 왔다. 

생체계의 항산화 시스템은 크게 3가지로 구분된다. 첫째는 

catalase, glutathione peroxidase(Gpx), phospholipid hy-

droperoxide, peroxidase, superoxide dismutase(SOD) 그

리고 glutathione-S-transferase 등 프리라디칼 생성의 억

제 시스템이 있으며, 둘째는 비타민 C, 비타민 E, uric acid, 

bilirubin, flavonoids 등을 통해 생성된 프리라디칼의 소거 

시스템 그리고 마지막으로 DNA repair enzymes, trans-

ferase 등의 복원(repair) 시스템이다(4). 일반적인 생체계

는 프리라디칼의 생성과 소거가 균형 있게 이뤄지지만, 과도

하게 프리라디칼이 생성되었을 경우 생체의 기능과 활성을 

잃게 하여 조직의 손상 및 세포사멸을 유도한다. 따라서 최

근 민간과 한의학에서 널리 이용되는 안전성과 기능성이 확

보된 천연물 및 약용 식물류와 이들의 식물체 내에 함유된 

생리활성 물질을 중심으로 다양한 측면에서의 생리활성 규

명이 진행되고 있다(5-7).

한약재는 오랜 기간 민간요법에서 주로 사용됐으며 여러 
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Table 1. Composition of fermented herbal mixtures (FHMs)
         Name FHM-A FHM-B
Chrysanthemum morifolium
Ganoderma lucidum
Acanthopanax senticosus
Schisandra chinensis
Hovenia dulcis Thunb
Lycii fructus
Corni fructus
Prunellae Spica
Portulaca oleracea
Acorus gramineus
Pycnostelma paniculatum
Sodium chloride
Sucrose

 273 g (8.2%)
 154 g (4.6%)
 154 g (4.6%)
 154 g (4.6%)
 154 g (4.6%)
 154 g (4.6%)
 154 g (4.6%)
 413 g (12.4%)
 413 g (12.4%)
   0 g (0%)
   0 g (0%)
   6 g (0.2%)
1,300 g (39.1%)

 273 g (7.6%)
 154 g (4.3%)
 154 g (4.3%)
 154 g (4.3%)
 154 g (4.3%)
 154 g (4.3%)
 154 g (4.3%)
   0 g (0%)
   0 g (0%)
 545 g (15.2%)
 545 g (15.2%)
   6 g (0.2%)
1,300 g (36.2%)

         Total 3,329 g (100.0%) 3,593 g (100.0%)

가지 질병에 대한 치료 및 예방의 용도로 사용되었다. 건강

에 관한 관심이 높아짐에 따라 한약 소재를 기반으로 한 건

강기능식품, 화장품과 의약품 개발에 널리 활용되고 있으며, 

최근 이러한 한약재 복합물 제조를 통해 시너지 효과 및 만

성질환 예방에 관한 연구가 여러모로 수행되고 있다(8,9). 

또한, 최근 천연물 및 약용식물 등을 활용한 차 및 음료의 

개발이 활발히 이루어지고 있어 이들을 활용한 복합소재에 

대한 활성탐색이 요구된다. 이전 연구를 통해 국화(Chry-

santhenum morifolium), 영지(Ganoderma lucidum), 가시

오가피(Acanthopanax senticosus), 오미자(Schisandra 

chinensis), 지구자(Hovenia dulcis Thumb), 구기자(Lycii 

fructus), 산수유(Corni fructus), 하고초(Prunellae Spica), 

쇠비름(Portulaca oleracea), 석창포(Acorus gramineus), 

그리고 산해박(Pycnostelma paniculatum) 각각의 항산화 

활성에 대한 가능성이 보고된 바 있지만(10,11), 이들의 혼

합 발효에 대한 항산화 활성 및 산화적 스트레스 억제 활성

에 관한 연구는 미비한 실정이다. 또한, 복합소재로의 활용 

가능성을 평가하기 위해 한약재의 조합에 따른 생리활성 평

가 및 기초자료 마련이 요구된다. 

따라서 본 연구에서는 항산화 활성이 보고된 국화, 영지, 

가시오가피, 오미자, 지구자, 구기자, 산수유에 하고초와 쇠

비름 그리고 석창포와 산해박을 각각 혼합하여 한약재 발효

물을 제조하고 이들 두 가지 혼합 한약재 발효물의 총페놀 

함량, 산화적 스트레스 억제 활성, 신경세포 보호 활성 등의 

생리활성을 HepG2 및 PC12 세포모델에서 평가하였다. 또

한, 본 연구를 통해 차 및 음료의 개발에 있어 혼합 한약재 

발효물의 이용 가능성을 고찰하고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료

본 실험에 사용된 국화, 영지, 가시오가피, 오미자, 지구자, 

구기자, 산수유, 하고초, 쇠비름, 석창포, 산해박은 강원약초

(Wonju, Korea)에서 구입하여 사용하였다. Fluorescein 및 

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic 

acid(Trolox), cupric sulfate, hydrogen peroxide, potas-

sium phosphate, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-di-

phenyltetrazolium bromide(MTT), Folin-Ciocalteu, 그리

고 gallic acid는 Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, USA)로

부터, acetic acid 및 acetone, sodium hydroxide은 Junsei 

Chemical사(Tokyo, Japan)로부터 구입하였으며 2,2'-azo-

bis(2-amidinopropane) dihydrochloride(AAPH)는 Wako 

Pure Chemical(Osaka, Japan)로부터 구입하여 사용하였

다. Enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) reader

와 fluorescence reader는 Tecan Trading AG(Salzburg, 

Austria)의 기기를 사용하였다.

혼합 한약재 발효물 제조

본 실험에 사용한 한약재는 이물질을 제거하고 수세한 후 

0.1%(v/v) 생리식염수에 24시간 동안 침지시켰다. 24시간 

동안 침지시킨 한약재를 증류수로 세척한 후 Table 1과 같

이 FHM-A와 FHM-B는 국화, 영지, 가시오가피, 오미자, 

지구자, 구기자, 그리고 산수유를 공통으로 포함하였으며, 

FHM-A는 ursolic acid 등의 생리활성 성분으로 간세포 보

호 활성 등의 활성이 보고된 하고초와 쇠비름을 추가로 첨가

하였다(12). FHM-B에는 신경세포 보호 활성과 관련하여 

항치매 활성이 보고된 석창포와 산해박을 추가로 첨가하여 

혼합 한약재 발효물의 차 및 음료 개발에 있어 각 그룹의 

특성을 달리하여 평가하고자 하였다(13). 각각의 혼합 한약

재 중량에 50%(w/v)의 살균수를 가하여 섞고 1.3 kg의 su-

crose를 혼합한 후 발효용기(훼르망떼 UF-10, 한국UCD, 

Gunpo, Korea)에서 발효시켰다. 발효에 사용된 각 한약재

의 양과 비율은 Table 1에 제시하였다. 발효가 시작된지 

100일이 경과한 후에 발효액을 탈지면으로 여과한 혼합 한

약재 발효물을 -20°C에 보관하며 이후 분석에 이용하였다.

총페놀 함량

총페놀 함량은 널리 사용되고 있는 Folins-Denis 분석법



한약재 발효물의 산화적 스트레스 억제 활성 1059

을 이용하여 측정하였다(14). 혼합 한약재 발효물(FHM-A, 

FHM-B)을 1 mL 취하여 증류수 1 mL를 가하여 희석하고 

1 N Folin-Ciocalteu 시약 2 mL를 가하여 실온에서 3분간 

반응시키며, 10%(w/v) Na2CO3 용액 2 mL를 가하여 혼합

액을 1시간 동안 상온에서 추가로 반응시켰다. 최종 반응액

에서 200 μL를 취하여 분광광도계(UV-1601, Shimadzu, 

Tokyo, Japan)를 사용하여 700 nm에서 흡광도를 측정하였

다. Gallic acid를 표준물질로 사용하여 검량선을 작성하고, 

총페놀 함량은 mg/100 g gallic acid equivalents(GAE)로 

결과를 나타냈다.

Oxygen radical absorbance capacity(ORAC) assay

Peroxy radical의 소거 활성은 Kurihara 등(15)의 방법을 

일부 변형한 ORAC 분석법을 이용하여 평가하였다. ORAC 

분석에는 well 간의 fluorescein 형광의 간섭을 최소화하기 

위하여 96-well black microplate를 사용하였다. 75 mM 

potassium phosphate buffer(pH 7.4)에 녹인 100 μL의 40 

nM fluorescein을 plate에 넣은 뒤 동일한 buffer에 녹인 

10, 50, 100 그리고 500 μg/mL 농도의 시료를 준비하였다. 

50 μL의 FHM-A와 FHM-B 혼합 한약재 발효물 시료를 

plate에 넣은 뒤 바로 peroxyl radical을 생성하는 50 μL의 

20 mM AAPH를 넣어 혼합해주었다. AAPH와 대조군으로 

사용된 수용성 비타민 E 유도체인 Trolox는 매 실험에서 

새로 만들어 사용하였다. 형광분석기는 측정 전 reaction 

mixture가 담긴 96-well plate를 10초 동안 shaking 한 

후 5초 동안 안정화하도록 설정하였다. 시료는 총 200분 

동안 형광을 측정하도록 설정되었으며, 매시간 fluorescein 

형광의 강도는 excitation wavelength 485 nm, emission 

wavelength 535 nm에서 측정하였다. 최종 결과는 측정 시

료의 형광값과 blank의 형광값 간의 넓이 차이로 계산하였

으며, 모든 결과는 Trolox 당량(TE, Trolox equivalents, 

μM)으로 환산하여 나타내었다. 

혼합 한약재 발효물의 세포독성

혼합 한약재 발효물 FHM-A와 FHM-B의 세포독성을 평

가하고자 HepG2 세포에서 MTT assay를 실시하였다. 

HepG2 세포를 96-well plate에 1×105 cells/well이 되도

록 100 μL씩 분주하여 37°C, 5% CO2 환경에서 24시간 동

안 전배양하여 세포를 부착시킨 후, 10, 50, 그리고 100 μg/ 

mL의 FHM-A와 FHM-B를 농도별로 처리하여 30분간 배

양하였다. 복합 한약재 발효물 처리 30분 후 MTT 용액(5 

mg/mL) 10 μL를 첨가하고 37°C에서 1시간 동안 추가 배양

하였다. 이후 배양액을 모두 제거하고 100 μL dimethyl 

sulfoxide(DMSO)를 첨가한 후 실온에서 15분간 정치하여 

formazan crystal을 용해한 뒤 ELISA microplate read-

er(Tecan Trading AG)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 대조군의 세포수를 100%로 하였을 때 상대적

인 세포 생존율을 계산하여 FHM-A와 FHM-B의 세포독성

을 평가하였다. 

HepG2 세포에서 AAPH로 유도된 산화적 스트레스에 대

한 혼합 한약재 발효물의 억제 활성

HepG2 세포에서 혼합 한약재 발효물 FHM-A와 FHM- 

B의 산화적 스트레스 억제 활성은 DCFH-DA 분석법을 이

용하여 분석하였다(16). HepG2 세포는 10% fetal bovine 

serum, 1% penicillin/streptomycin을 함유하는 Dulbec-

co's modified Eagle's medium(DMEM) 배지를 이용하여 

37°C, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. HepG2 세포는 

5×104 cells/mL가 되도록 전배양하고 24시간 후 배지를 

제거하였다. 그 후 형광에 안정한 HBSS(Hank's balanced 

salt solution)를 각 well에 200 μL씩 분주한 후 최종 농도가 

100 μg/mL가 되도록 FHM-A와 FHM-B 시료를 30분 동안 

처리하였다. FHM-A와 FHM-B 처리 후 HBSS로 1회 세척

하고, HBSS 200 μL에 peroxyl radical 생성을 위해 80 mM 

AAPH를 가하여 30분 동안 배양하였다. 그 후 40 mM 

DCFH-DA를 가하여 빛이 통하지 않는 조건에서 30분 동안 

반응시킨 후 GENios fluorescence plate reader(Tecan 

Trading AG)를 이용하여 excitation wavelength 485 nm, 

emission wavelength 535 nm에서 형광의 강도를 측정하

였다. 대조군의 형광값을 100%로 하여 혼합 한약재 발효물 

FHM-A와 FHM-B 처리군의 상대적인 형광 강도를 비교하

여 HepG2 세포에서 혼합 한약재 발효물의 산화적 스트레스 

억제 활성을 평가하였다.

HepG2 세포에서 혼합 한약재 발효물의 지방축적 억제 활성

10, 50, 그리고 100 μg/mL의 FHM-A와 FHM-B를 

HepG2 세포에 처리한 후 100 mM 에탄올을 24시간 처리하

여 지방축적을 유도하였다. 이후 HepG2 세포를 phosphate 

buffered saline(pH 7.4)으로 세척하고 10%(v/v) formalin

으로 1시간 동안 고정했다. 고정된 HepG2 세포를 0.6%(w/ 

v) Oil Red O 시약으로 15분간 염색하고, 70% 에탄올과 증

류수로 각각 1회씩 세척하였다. HepG2 세포의 염색된 지방

구는 4% NonidetTM P 40으로 5분간 용해하고 microplate 

reader(Bio-Tek)를 이용하여 520 nm에서 흡광도를 측정

하여 지방축적 정도를 정량 분석하였다. FHM-A와 FHM-B

를 처리하지 않은 HepG2 세포를 대조군으로 하여 lipid ac-

cumulation(% of control)을 계산하였다.

혼합 한약재 발효물의 PC12 신경세포 보호 활성

혼합 한약재 발효물의 PC12 신경세포 보호 활성을 평가

하기 위하여 MTT assay를 실시하였다. PC12 신경세포를 

96-well plate에 5×104 cells/mL의 농도로 100 mL씩 분

주하여 24시간 동안 37°C, 5% CO2 incubator에서 배양한 

후 FHM-A와 FHM-B를 1, 10, 그리고 50 μg/mL의 농도로 

30분간 처리하였고, 이후 1 mM의 H2O2를 처리하여 PC12

의 세포사멸을 유도하였다. 수용성 항산화제로 잘 알려진 
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Table 2. Total phenol content of fermented herbal mixtures 
(FHMs)

FHM-A FHM-B

TPC (μg/mL)1) 962.76±1.97 1,473.46±6.77***

1)TPC: Total phenolic content, it is presented as gallic acid 
equivalents (μg/mL).

***Corresponding letter indicate a significant difference between 
FHM-A and FHM-B by Student's t-test at P<0.001. 

Fig. 1. Scavenging activities of FHM-A and FHM-B against 
peroxyl radical generated from AAPH in ORAC system. Values 
are means±SD and they are expressed as a Trolox equivalents 
(TE, μM). Means with different letters (a-g) above bars indicate 
significant differences by Duncan's multiple range test (P<0.05).

비타민 C(ascorbic acid)를 대조군으로 사용하였다. MTT 

시약을 처리하여 formazan 형성을 확인한 후 배지를 완전히 

제거하였다. 이후 세포 내 형성된 formazan은 100 μL의 

DMSO를 이용해 용해하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 대조군 세포를 100%로 하였을 때 상대적인 세포 성장 

억제율을 구하였다.

통계처리

모든 데이터의 통계처리는 각 항목에 따라 SPSS for 

Windows를 이용하여 분석하였고 각각의 시료에 대해 평균

과 표준편차로 나타내었다. 각 시료군에 대한 유의성 검정은 

신뢰 수준 95%(P<0.05)에서 Student's t-test 또는 one- 

way 분산분석(ANOVA)을 시행하여 F값을 구하고 Duncan's 

multiple range test를 실시하였다. 

결과 및 고찰

혼합 한약재 발효물의 총페놀 함량

이미 보고된 다수의 연구에 따르면 천연물을 비롯한 한약

재의 항산화 활성은 총페놀 화합물의 함량과 높은 상관관계

를 보였다(17). 따라서 본 연구에서는 혼합 한약재 발효물 

FHM-A와 FHM-B의 총페놀 함량을 알아보기 위하여 Fol-

in-Ciocalteu 실험법을 통하여 분석하였다. 그 결과 FHM- 

A의 총페놀 함량은 962.76±1.97 μg/mL(GAE), FHM-B는 

1,473.46±6.77 μg/mL(GAE)로 FHM-B가 약 1.53배 유의

적으로(P<0.001) 높은 총페놀 함량을 나타냈다(Table 2). 

이전의 연구에서 석창포, 산해박, 하고초, 쇠비름의 페놀 화

합물 조성에 대한 연구는 찾아볼 수 없었으며, 본 결과를 

통해 석창포와 산해박이 하고초와 쇠비름에 비해 높은 페놀 

함량을 가지고 있음을 유추할 수 있다. 추후 연구를 통해 

FHM-A와 FHM-B의 총페놀 물질의 조성 및 주요 생리활성 

물질에 대한 규명이 필요할 것으로 생각된다.

ORAC 분석법을 통한 혼합 한약재 발효물의 항산화 활성 

평가

ORAC 분석법은 식품 성분은 물론 다양한 식물 소재, 생

물체의 조직 및 혈액까지 분석할 수 있어 활용도가 높다고 

알려진 항산화 분석법이다(18). 유럽식품안전청 EFSA 

(European Food Safety Authority)와 미국 농무성 USDA 

(United States Department of Agriculture)에서 대표적인 

항산화 지표로 ORAC value를 제시하고 있으며, 현재 AAPH

를 peroxyl radical generator로 사용하는 ORACROO･ 방법

이 가장 널리 사용되고 있다. Peroxyl radical의 생성은 특

히 지방 산화를 촉진하는 ROS로 잘 알려져 FHM-A와 FHM- 

B의 peroxyl radical 소거 활성을 ORAC 분석법을 통해 알

아보고자 하였다. 그 결과 혼합 한약재 발효물 FHM-A 및 

FHM-B는 10~500 μg/mL의 범위에서 모두 농도 의존적인 

peroxyl radical 소거 활성을 나타냈다(Fig. 1). 10, 50, 100, 

그리고 500 μg/mL의 FHM-A 한약재 발효물의 peroxyl 

radical 소거 활성은 1.18, 6.12, 9.23, 그리고 14.32 TE 

(μM)로 나타났으며, FHM-B 한약재 발효물의 경우 같은 농

도에서 각각 0.61, 3.54, 6.05, 그리고 13.65 TE(μM)의 

peroxyl radical 소거 활성을 나타냈다. 본 실험 결과를 바

탕으로 환산하였을 때 13.36 μg/mL의 FHM-A와 22.82 μg 

/mL의 FHM-B가 대조군으로 사용된 수용성 비타민 E 유도

체인 1 μM의 Trolox와 유사한 활성을 나타냈다(데이터 미

제시). ORACROO･ 분석법은 시료의 수소이온 전이 활성에 

기반을 둔 항산화 분석법으로 AAPH에 의해 생성된 per-

oxyl radical은 항산화 활성을 지닌 시료(AH)의 수소이온 

전이로 안정화된다(1st reaction: ROO･+AH → ROOH+

A･; 2nd reaction: ROO･+A･ → ROOA). 따라서 본 결과를 

통해 FHM-A 및 FHM-B 발효물이 수소이온의 전이 활성을 

기반으로 peroxyl radical 소거 활성을 증가시키는 것으로 

나타났으며, FHM-A에 있는 하고초와 쇠비름이 FHM-B의 

석창포와 산해박보다 높은 수소이온 전이 활성을 지닌 것으

로 생각된다.

HepG2 세포에서 AAPH로 유도된 산화적 스트레스 억제 

활성

HepG2 세포에서 FHM-A 및 FHM-B의 세포독성은 MTT 

실험법을 통해 평가하였다. FHM-A와 FHM-B 한약재 발효

물을 10, 50, 그리고 100 μg/mL의 농도별로 30분간 처리한 

결과 대조군(NC)과 비교하였을 때 유의적으로 세포 생존율



한약재 발효물의 산화적 스트레스 억제 활성 1061
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Fig. 2. Preventive effects of FHM-A and FHM-B against AAPH- 
induced oxidative stress in HepG2 cells. Effects of FHM-A and 
FHM-B treatments on the cell viability of HepG2 cells (A). The 
levels of DCFH-DA in AAPH-induced HepG2 cells in the pres-
ence or absence of FHM-A and FHM-B (B). Values are means±
SD. Means with different letters (a-e) above bars indicate sig-
nificant differences by Duncan's multiple range test (P<0.05). 
NC: Negative control, NS: Not significant.

에 영향을 미치지 않았다(Fig. 2A). 이전의 연구는 암세포 

모델에서 다양한 식물유래 천연물 및 그에 함유된 poly-

phenol들이 세포사멸을 유도한다고 보고하였다. Chen 등

(19)은 fisetin의 24시간 처리가 간암 세포주인 SK-HEP-1

의 유의적인 세포사멸을 보고하였으며, Khan 등(20)은 10~ 

60 μM의 fisetin을 48시간 처리하였을 때 전립선암 세포주 

LNCaP에서 세포사멸을 관찰하였다. 하지만 본 실험에서 혼

합 한약재 발효물을 처리했을 때 HepG2 세포에서 유의적인 

세포독성이 관찰되지 않았다. 이것은 HepG2 세포가 다른 

세포주와 다르게 항산화 시스템이 잘 발달한 특징을 지녀 

산화적 스트레스와 관련된 연구에 널리 사용된다는 점(21)

과 타 연구와 비교하여 시료의 처리 시간이 상대적으로 짧은 

점이 그 원인으로 생각된다. 따라서 본 연구에서는 세포 생

존율 결과를 바탕으로 FHM-A 및 FHM-B 발효물의 농도를 

100 μg/mL 이하로 이후 실험에 적용하였다.

최근 세포 내 활성산소를 측정하는 방법으로써 여러 연구

자에 의해 DCFH-DA법이 널리 이용되고 있다. 동물 세포의 

세포막 투과성을 가진 DCFH-DA가 세포질로 유입되게 되면 

세포질에 존재하는 esterase에 의해 DCFH-DA는 DCFH

로 가수분해 되고, 활성산소가 존재하게 되면 형광을 띠지 

않던 DCFH는 활성산소에 의해 빠르게 산화되어 강한 그린 

색의 형광을 띠는 DCF로 전환된다. 발생한 형광은 형광현미

경 및 형광분석기를 통해 DCF의 형광강도 측정으로 항산화 

활성의 정성 및 정량 분석이 가능하다. 인간유래 HepG2 세

포에서 AAPH에 의해 유도된 산화적 스트레스에 대한 FHM- 

A와 FHM-B 한약재 발효물의 산화적 스트레스 억제 활성을 

평가하였다. HepG2 세포에 FHM-A와 FHM-B 발효물을 

각각 처리하고 AAPH로 유도된 산화적 스트레스에 대한 

ROS 생성 억제 효능을 측정한 결과 모두 5, 10, 50, 그리고 

100 μg/mL의 FHM-A 및 FHM-B 발효물 처리는 농도 의존

적으로 AAPH로 유도된 산화적 스트레스를 억제하였으며, 

50 그리고 100 μg/mL의 FHM-A 및 FHM-B 발효물 처리

에서 유의적으로 높은 억제 활성을 나타냈다(Fig. 2B). 특히 

100 μg/mL의 FHM-A는 대조군 대비 61.3%의 산화적 스트

레스를 억제하였으며, FHM-B는 68.35%의 산화적 스트레

스를 억제한 것으로 나타났다. AAPH는 세포막 손상 및 세

포 내 지질의 과산화를 유도하는 활성산소로 잘 알려져 있

다. 이전 연구에서는 AAPH에 의해 산화적 스트레스가 유도

된 LLC-PK1 세포는 발효된 솔잎 추출물에 의해 항산화 활

성을 나타내었으며, 가지, 콜리플라워, 비트 그리고 당근 추

출물의 높은 총페놀 함량을 통해 DPPH 및 AAPH 라디칼 

소거 활성을 통해 항산화 효과를 가지는 것으로 보고하였다

(22,23). 이는 높은 페놀 함량을 통해 세포 내 AAPH에 의해 

유도된 산화적 스트레스의 개선에 기여할 것으로 생각한다. 

따라서 본 결과는 FHM-A 및 FHM-B 발효물 처리가 세포 

내 지질과산화를 효과적으로 억제할 수 있음을 보여주는 결

과라 할 수 있다.

HepG2 세포에서 에탄올로 유도된 산화적 손상에 대한 억제 

활성

발효액 FHM-A 및 FHM-B 발효물을 농도별로 10, 50, 

그리고 100 μg/mL로 30분간 처리한 후 100 mM의 에탄올

을 24시간 처리하여 산화적 스트레스를 유도하고 발효액 

FHM-A 및 FHM-B 발효물 처리가 HepG2 간세포의 생존

에 미치는 영향을 분석하였다. 100 mM 에탄올 처리로 대조

군보다 세포 생존율이 30.1% 감소하였으며, FHM-A와 

FHM-B 발효물 처리로 세포 생존율이 각각 11.5~17.5%, 

11.5~13.2% 증가하였다(Fig. 3). 그러므로 FHM-A 및 

FHM-B 발효물이 에탄올로 유도된 산화적 손상을 효과적으

로 감소시킨다는 것을 보여준다.

HepG2 세포에서 지방축적 억제 활성

간에 과도한 지방축적은 간세포의 저산소증을 일으키고 

활성산소와 강한 산화력을 가진 물질을 생성시켜 간세포의 

손상을 유발하며 간 기능을 저하한다. 지방간은 간의 전체 

무게 5% 이상을 지방이 차지하는 경우이며, 비만 및 당뇨와 

큰 연관성을 가지고 있다. 이에 HepG2 세포에 FHM-A 및 

FHM-B 발효액을 10, 50, 그리고 100 μg/mL의 농도로 30

분간 처리한 후 100 mM 에탄올을 24시간 처리하여 산화적 
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Fig. 3. Preventive effects of FHM-A and FHM-B against etha-
nol-induced oxidative stress in HepG2 cells. The HepG2 cells 
pretreated with 10, 50, and 100 μg/mL FHM-A and FHM-B 
and they were then subjected to 100 mM ethanol treatment for 
24 h. Values are means±SD. Means with different letters (a-c) 
above bars indicate significant differences by Duncan's multiple 
range test (P<0.05). NC: Negative control, PC: Positive control 
(ethanol treatment only).

Fig. 4. Inhibitory effects of FHM-A and FHM-B treatments on 
the ethanol-induced lipid accumulation in HepG2 cells. The lev-
els of lipid accumulation in the presence or absence of 10, 50, 
and 100 μg/mL FHM-A and FHM-B were examined by Oil 
Red O staining. Values are means±SD. Means with different 
letters (a-c) above bars indicate significant differences by Dun-
can's multiple range test (P<0.05). NC: Negative control, PC: 
Positive control (ethanol treatment only).

A

B

Fig. 5. Protective effects of FHM-A and FHM-B treatments on 
the H2O2-induced oxidative stress in PC12 cells. Effects of 
FHM-A, FHM-B, and vitamin C treatments on the cell viability 
of PC12 cells (A). The cell viability of PC12 cells treated with 
1 mM H2O2 for 2 h after FHM-A and FHM-B pretreatment 
for 30 min (B). Values are means±SD. Means with different let-
ters (a-f) above bars indicate significant differences by Duncan's 
multiple range test (P<0.05). NC: Negative control, PC: Positive 
control (H2O2 treatment only), NS: Not significant.

스트레스를 유도한 다음 HepG2 세포의 지방축적에 FHM- 

A 및 FHM-B 발효물이 미치는 영향을 분석하였다. 에탄올 

처리군에서 대조군보다 유의적으로 지방 함량이 증가하였

으며(8%), FHM-A와 FHM-B 모두 에탄올에 의한 지방축

적을 17.1~19.6% 억제하였다(Fig. 4). 그러나 FHM-A와 

FHM-B 발효물의 농도별 처리는 유의적인 차이를 나타내지 

않았다. 이전 연구에서는 HepG2 세포에서 Cirsium japo-

nicum의 처리를 통해 증가한 AMPK 인산화가 acetyl-CoA 

carboxylase와 지방산합성 효소의 발현수준을 감소시켜 중

성지방을 억제하였고, HepG2 세포에서 AMP-activated 

protein kinase(AMPK)의 활성을 통해 mTORC1 신호전달

체계를 억제함으로써 지방축적을 억제하였다고 보고하였다

(24,25). 이는 간세포 내 지방축적이 AMPK의 활성을 통해 

조절될 수 있다는 것을 의미하며, 추가로 FHM-A와 FHM- 

B 발효물 처리를 통한 HepG2 세포 내에서 분자학적 작용기

전이 필요하다. 따라서 본 실험 결과는 FHM-A와 FHM-B 

발효물이 알코올성 지방간을 예방할 수 있는 식품소재로 충

분히 활용될 수 있음을 보여준다.

PC12 세포에서 H2O2로 유도된 산화적 손상 억제 활성

FHM-A 및 FHM-B 발효물이 세포 생존율에 미치는 영

향을 측정하고자 PC12 신경세포에서 MTT assay를 실시

하였다. 실험의 비교군으로는 항산화제로 잘 알려진 비타민 

C를 사용하였다. FHM-A, FHM-B 발효물, 그리고 비타민 

C를 1, 10, 그리고 50 μg/mL의 농도별로 30분간 처리하였

을 때 모든 처리군에서 세포독성은 발견되지 않았다(Fig. 

5A). 따라서 PC12 신경세포 생존율의 결과를 바탕으로 이

후 실험에서는 50 μg/mL 이하의 FHM-A, FHM-B 발효물, 

그리고 비타민 C를 사용하였다. 

지속적인 신경세포의 산화적 스트레스 유발은 퇴행성 신

경질환인 알츠하이머병과 파킨슨병의 발생위험을 증가시킨

다고 보고하였다(26). 1, 10, 그리고 50 μg/mL의 FHM-A 
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및 FHM-B 발효물을 처리한 후 추가로 1 mM H2O2를 2시간 

처리하여 산화적 스트레스를 유도하였을 때 혼합 한약재 발

효물의 억제 활성을 평가하였다(Fig. 5B). 1 mM의 H2O2 

처리로 PC12 세포의 생존율은 아무것도 처리하지 않은 음

성 대조군(NC) 대비 73.8% 감소하였으며, FHM-A 및 FHM 

-B 처리군에서는 모두 농도 의존적인 PC12 세포보호 효과

를 나타냈다. 1 mM의 H2O2만 처리한 양성 대조군 대비(PC) 

50 μg/mL의 FHM-A는 51.1%, 50 μg/mL의 FHM-B는 

128.5%의 H2O2로 유도된 산화적 손상을 억제하였다. FHM 

-B는 FHM-A와 비교하여 높은 활성을 나타냈으며, 50 μg/ 

mL FHM-B는 비교군으로 사용된 비타민 C(131.5%)와 유

사한 수준을 나타냈다. 이전 연구에서는 호두 추출물이 am-

yloid β에 의해 유도된 세포사멸 및 산화적 스트레스로부터 

보호 효과를 나타내었고, tert-butyl hydroperoxide(t- 

BHP)에 의해 산화적 스트레스가 유도된 PC12 신경세포에

서 당귀 추출물이 ROS의 억제를 통해 항산화 활성 및 세포

보호 효과를 나타내었다고 보고하였다(27,28). 이는 H2O2

에 의해 유도된 산화적 스트레스를 가지는 PC12 신경세포

에서 FHM-A 및 FHM-B 발효물이 항산화적 세포보호 효과

를 통한 퇴행성 신경질환 예방을 위한 식품소재로서의 사용 

가능성을 제시한다.

요   약

생체 내에서 발생하는 활성산소종(ROS)은 정상적인 상태에

서 체내의 항산화 효소와 물질에 의해서 소거되지만, ROS가 

과도하게 생성되면 산화적 스트레스를 유발한다. 천연물을 

이용하여 이러한 ROS를 경감시켜 산화적 스트레스를 감소

시키는 것은 만성 질병을 예방하고 각종 질병의 합병증을 

예방할 수 있는 식이 전략의 하나이다. 본 연구에서는 국화, 

영지, 가시오가피, 오미자, 지구자, 구기자, 그리고 산수유를 

공통으로 한 혼합 한약재 발효액을 제조하였으며, 조성에 따

라 하고초와 쇠비름이 추가된 FHM-A 및 석창포와 산해박이 

추가된 FHM-B로 구분하였으며, 혼합 한약재 발효물을 활

용하여 차 및 음료 개발에 있어 기초자료로 활용하고자 하였

다. FHM-A 및 FHM-B의 총페놀 함량을 분석한 결과 FHM 

-B에서 유의적으로 높은 총페놀 함량이 나타났다. ORAC 

value는 FHM-A가 FHM-B보다 유의적으로 높은 활성을 나

타냈고, ROS 생성 억제 활성은 FHM-A와 FHM-B 간에 차

이가 나타나지 않았다. 간세포인 HepG2 세포에서 에탄올로 

유도된 산화적 스트레스에 대한 발효액 FHM-A 및 FHM-B

는 10~100 μg/mL에서 모두 세포독성을 나타내지 않았으

며, FHM-A와 FHM-B 모두 에탄올로 유도된 세포독성에 

대한 보호 효과를 나타냈다. 또한, FHM-A와 FHM-B 모두 

에탄올로 유도된 산화적 스트레스로 인해 증가한 지방축적

을 억제하는 효과를 나타냈다. 신경세포인 PC12 세포에서 

H2O2로 유도된 산화적 스트레스에 대한 발효액 FHM-A 및 

FHM-B의 분석 결과 1~50 μg/mL에서 FHM-A와 FHM-B 

모두 세포독성을 나타내지 않았으며, FHM-A와 FHM-B 모

두 농도 의존적으로 H2O2로 유도된 세포독성에 대한 보호 

효과를 나타냈다. FHM-B는 항산화제로 잘 알려진 비타민 

C와 같은 수준의 높은 세포보호 효과를 확인하였다. 이상의 

연구 결과는 발효액 FHM-A와 FHM-B가 간 기능 및 신경 

스트레스와 관련된 질병 예방을 위한 식품개발에 있어 기초

자료로 활용될 수 있음을 보여준다. 
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