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The purpose of this study was to evaluate the anti-oxidative effects of fermented Hibiscus syriacus ex-
tract on obese mice. The antioxidant experiments were conducted both in vivo and in vitro. The in vi-
tro experiment was measured through the use of nitric oxide (NO) free radical scavenging activity. 
The results showed that the scavenging activity of the NO free radical in fermented Hibiscus syriacus 
extract had higher activity than unfermented Hibiscus syriacus extract. The in vivo experiments were 
divided into a normal dietary group, a high fat dietary group (CON), a high fat dietary + fermented 
Hibiscus syriacus extract group (FH), and a high fat dietary + unfermented Hibiscus syriacus extract 
group. These four groups received intraperitoneal administrations for four weeks. Next, the levels of 
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and malondialdehyde (MDA) in a liver homogenate 
were measured. The results showed that the levels of SOD and CAT in FH were higher than the CON 
and MDA levels, which were significantly decreased in FH. Consequently, fermented Hibiscus syriacus 
extract had an inhibitive effect on oxidative stress and a heightening effect on antioxidant enzyme ac-
tivity in obese mice, suggesting that fermented Hibiscus syriacus extract could be utilized as a useful, 
natural antioxidant. 
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서   론

유산균은 인간이 미생물 중에서 이용 가능한 가장 유익한 

미생물의 한 종류로 우리 몸에 유익균의 성장을 촉진하는 생

균활성제제이다. 이러한 유산균의 기능은 항산화 효능, 위장

기능 개선, 면역증진, 영양소의 흡수를 높이는 등 다양한 생리 

조절작용을 하는 것으로 보고되었다[12, 21, 25]. 자연계에 존

재하는 배당체 화합물들은 화합물 자체의 활성보다 화합물에 

존재하는 당을 분해하여야만 더 많은 약효를 나타낸다고 알려

져 있어 당류를 분해하고 젖산을 생성하는 세균인 유산균을 

이용한 유산균 발효가 각광받고 있다[8, 25]. 이러한 유산균 

발효는 천연 소재의 조직에 영향을 주어 추출 시 추출 수율을 

증대시키고, 활성 성분의 용출을 용이하게 하여 활성 성분 증

가 및 천연물과 미생물 상호간의 상승작용에 의해 생리활성 

효과를 극대화시킬 수 있는 공정으로 알려져 있어 최근 유산

균 발효를 통한 여러 유익한 효능에 대한 다양한 연구가 활발

히 진행되고 있다[6, 8, 21, 25].

무궁화는 아욱과 무궁화 속에 속하는 낙엽성 소교목 또는 

낙엽활엽관목으로 인도, 중국, 시베리아 등지에 널리 분포한

다[7, 28]. 무궁화의 잎은 난형, 꽃은 홑꽃, 화관은 종모양이고, 

중심부는 붉은색을 나타내며, 꽃잎 끝부분은 엷은 자색 또는 

흰색이다[27, 29]. 무궁화의 꽃, 잎, 씨앗과 껍질 등 모든 부위는 

식용 가능하며 “동의보감”에는 줄기와 꽃을 차로 다려 마시면 

사혈과 장풍 등에 효과가 있는 것으로 기록되어 있고, 전통의

학에서 과실은 거담제 및 기침에 사용되고 껍질은 습진 및 

건선에 사용된다[28, 29].

생체의 대사과정에서 불가피하게 발생하는 하이드록시라

디칼(ㆍOH), 슈퍼옥사이드 라디칼(ㆍO2-), 과산화수소(H2O2), 

등을 활성산소(Reactive oxygen species, ROS)라 한다[10, 14, 

18]. 활성산소는 세포막의 고불포화 지방산과 반응하여 지질

과산화를 촉진하여 지질과산화물의 최종산물인 malondialde-

hyde (MDA)를 생성할 뿐만 아니라 세포 구성 성분인 지질, 

단백질, 당과 유전자의 핵산 DNA도 손상시켜 DNA변성, 지

방의 산화 등 세포소기관의 손상을 초래함으로써 뇌졸중 등과 

같은 뇌질환은 물론, 각종 돌연변이나 암, 노화의 원인이 되기

도 한다[3, 16, 18, 23]. 이러한 활성산소는 비만 관련 증세에 

영향을 미친다고도 알려져 있으며, 체내에 지방이 축적될 경

우 산화스트레스가 높아지는 경향을 보이고, 이는 항산화 효

소활성을 감소시켜 체내 항산화 시스템의 불균형을 이루는 

과정과 밀접한 관계가 있다고 보고되고 있다[11, 13, 19]. 이렇
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Table 1. Experimental design of mice

Experimental group Food intake Dose of sample

NOR
CON
FH

NFH

Normal diet intake 
High-fat diet intake
High-fat diet intake
High-fat diet intake

5 ml/kg of water-fed
5 ml/kg of water-fed

100 mg/kg of fermented Hibiscus syriacus-fed
100 mg/kg of unfermented Hibiscus syriacus-fed

NOR: Normal group.

CON: High fat dietary group.

FH :  High fat dietary and fermented Hibiscus syriacus group.

NFH : High fat dietary and unfermented Hibiscus syriacus group.

게 비만과도 관계가 있는 활성산소로 인해 생체 내 생기는 

노화와 질병으로부터 대항하는 물질인 항산화제는 외부에서 

체내로 공급이 가능한 비타민 C, E, 카로티노이드 및 천연물에 

많이 들어있는 플라보노이드 성분, 폴리 페놀류와 생체가 정

상적인 상태라면 체내에 존재하는 SOD, CAT, GPX 같은 효소

적 방어체계 항산화제 등이 있다[2, 10, 15, 18]. 정상적인 대사

과정에 있어 문제가 발생되거나 물리, 화학적인 외부자극에 

의한 심한 산화적 스트레스에 의해 산화-항산화의 불균형을 

초래하여 효과적으로 활성산소를 제거할 수 없는 경우가 발생

될 수 있기 때문에 외부로부터 항산화 물질을 섭취해야만 한

다[10, 18, 23]. 많은 학자들은 오래 전부터 합성 항산화제인 

butylated hydroxyl toluene (BHT), butylated hydroxy anisol 

(BHA) 등을 개발해왔다[18, 23]. 하지만 이러한 합성 항산화제

는 항산화력이 매우 우수하지만 생체 효소 기능 장애, 실험동

물에서 간, 폐, 신장 등에 심각한 독성작용을 일으키는 것으로 

알려졌다[14, 15, 18, 23]. 그래서 생체 부작용이 없고 강력한 

항산화력을 갖춘 천연 항산화 물질에 대한 연구가 날로 증가

하고 있다[14, 23]. 따라서 본 연구에서는 비만과 밀접한 관련

이 있다는 산화스트레스 및 항산화 효소활성 개선을 위한 생

체 부작용이 없고 강력한 항산화력을 갖춘 천연 항산화 물질

을 개발하고자 천연물질인 무궁화를 유산균 발효하여 발효한 

무궁화의 항산화력에 대한 연구를 진행하였다. 

재료 및 방법

실험 재료

발효 무궁화와 비발효 무궁화는 (주)헤어그린(부산시 북구 

만덕1로, 대한민국)에서 받아 실험에 사용하였다. 재료는 무궁

화 꽃, 잎, 나무껍질, 뿌리를 모두 사용하였으나, 주로 줄기를 

사용하였다. 재료는 3~4월에 채취하여 일차적으로 살균하고, 

추출에 용이하고자 30~40℃에서 열풍으로 건조 후 분쇄하였

다. 비발효 무궁화는 정제수와 무궁화 재료를 70:30로 혼합하

고, 구연산을 넣어 pH를 6.0~7.0으로 조절하였다. 그 후 15~2

0℃에서 2일간 그대로 두어 습윤 되게 하였다. 습윤된 비발효 

무궁화는 진공저압 방법으로 4시간 동안 1차 가열한 후 2일간 

실온에서 1차 숙성시킨 후 동일한 조건으로 2차 가열 및 숙성

시켜 실험에 사용하였다. 발효 무궁화는 비발효 무궁화 제조

방법과 같이 2차 숙성시킨 후 락토바실러스람노수스(Lactobai-

lius rhamnosus)를 접종하여 24시간 동안 20℃에서 1차 발효시

켰다. 발효시킨 후 60 RPM으로 원심분리하여 유효성분을 추

출한 후 4시간 동안 진공저압 방법으로 90℃로 가열시켰다. 

가열시킨 후 스트렙토코커스써모필러스(Stretococcus thermo-

philus)를 접종하여 진공상태에서 45℃로 24시간 동안 2차 발

효시켜 이를 실험에 사용하였다.

실험동물

실험동물은 15 g 내외의 C57BL/6 암컷을 (주)샘타코 바이

오 코리아에서 구입하여 7일간 자유 배식하여 적응기간을 가

진 후 실험에 사용하였다. 적응기간 후 물과 일반식이를 먹인 

정상군(NOR), 물과 고지방식이를 먹인 대조군(CON), 발효 무

궁화 추출물과 고지방식이를 먹인 발효 무궁화군(FH), 비발효 

무궁화 추출물과 고지방식이를 먹인 비발효 무궁화군(NFH)

으로 군을 나눠 주6일, 4주 동안 일정한 시간에 무게를 측정하

였고, 물 10 ml에 발효 무궁화, 비발효 무궁화 0.2 g을 녹여 

sample을 제조하였으며, Table 1과 같은 용량으로 복강 투여

하였다(신라대학교 동물윤리위원회에서 승인 받음. SUACAC- 

2015-010).

실험방법

Nitric oxide (NO) free radical 소거활성 측정

Nitric oxide (NO) free radical 소거활성 측정은 Marcocci법

[24]을 변형하여 측정하였다. 시료용액 또는 20 mM phos-

phate buffer (pH 7.4) 500 μl에 10 mM sodium nitroprusside 

용액 500 μl를 첨가하여 150분간 상온에 반응을 한 후 Greiss 

용액을 넣어 혼합하였다. 그 다음 96 well plate에 200 μl씩 분주하

여 542 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 다음 식과 같이 계산

하였다. 

NO radical scavenging activity (%) = {1-(S-C)} ×100 

S : sample (sample added with Greiss solution)

C : control (buffer added with Greiss solution) 

간 균질물의 총 단백질 측정

단백질 정량은 Lowry법[17]을 사용하여 측정하였으며, 표준 

단백질 시료는 Bovine serum albumin (BSA)을 사용하였다. 
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Fig. 1. Comparison of body weight of mice. NOR: Normal  

group, CON: High fat dietary group, FH: High fat diet-

ary  and fermented Hibiscus syriacus group, NFH : High 

fat dietary and unfermented Hibiscus syriacu groups.

Fig. 2. Nitric oxide (NO) radical scavenging activities of FH and 

NFH. Ascorbic acid: Positive control, FH: Fermented 

Hibiscus syiacus, NFH: Unfermented Hibiscus syiacus. 

All the values were expressed as means ± S.D. (n = 4) 

a,b,c are different (p<0.001) group by one-way ANOVA 

followed by Duncan’s post hoc tests.

간 조직 중 Catalase (CAT)활성 측정

CAT활성 측정은 Aebi법[1]을 변형하여 측정하였다. 1.9 ml

의 PBS (0.05 M, pH 7.0), 100 μl의 간 균질액을 혼합한 후 

H2O2 용액 1 ml을 첨가한 뒤 240 nm에서 1분 30초간 흡광도를 

측정하였다. 활성도는 nmol/mg protein으로 나타내었다. 

간 조직 중 Superoxide dismutase (SOD)활성 측정

SOD활성 측정은 Beauchamp와 Fridovich법[4]을 변형하여 

측정하였다. 0.2 mM K-phosphate buffer (pH 7.4) 6720 μl, 

1 mM xanthine 100 μl, 1% sodium deoxychlorate 300 μl, 1.5 

mM KCN 300 μl, 0.2 mM cytochrome C 1500 μl를 넣은 혼합

액에 간 균질액 80 μl를 넣고, xanthine oxidase 원액 10 μl를 

넣은 후 550 nm에서 2분간 흡광도 변화를 측정하였다. 효소 

활성도는 superoxide dismutase standard (Sigma Co., USA)

를 표준액으로 사용하여 비교 측정하였다. 

간 조직 중 Malondialdehyde (MDA) 정량

간의 MDA 수치는 Ha [5]의 방법에 따라 측정하였다. 7% 

sodium dodecyl sulfate 1 ml와 간 균질액 500 μl를 혼합하였

다. 혼합 후 37℃에서 30분간 반응시킨 후 0.67% thiobarbitur-

icacid 2 ml를 첨가하여 1시간 동안 끓는 물에서 가열하였다. 

가열 후 즉시 냉각시킨 뒤 butanol 5 ml를 첨가하였다. 첨가 

후 3,000 RPM에서 10분간 원심분리하였다. 그 다음 상층액을 

사용하여 535 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준 시약으로는 

1,1,4,4-tetra-ethoxypropane (TET)를 사용하여 비교 측정하였

다. 

통계적 분석 

본 실험에 대한 모든 실험 결과는 평균값와 표준편차로 나

타내었고, 통계적 유의성은 IBM SPSS Statistics Ver. 21 (IBM, 

NY, USA)를 이용한 one-way ANOVA로 검정하였으며, 사후

검증으로는 Duncan’s post-hoc test를 실시하였고 유의성은 

p<0.01 또는 p<0.001로 하였다.

결과 및 고찰

체중의 변화

각 군별 체중의 변화는 Fig. 1과 같다. 정상군(NOR)과 비

교하였을 때 대조군(CON), 발효 무궁화군(FH), 비발효 무

궁화군(NFH) 모두 체중이 증가하는 것을 보였다. 고지방식

이를 먹인 실험군만 비교하였을 때 대조군(CON)이 가장 체

중이 높았으며, 발효 무궁화군(FH)이 가장 낮은 체중을 나

타내었다. 

Nitric oxide (NO) free radical 소거활성 측정

Nitric oxide (NO)는 산화질소인 Arginine으로부터 Nitric 

oxide synthase에 의하여 만들어지는 산화물질로 NO의 소거

활성 측정을 통하여 항산화 활성을 검증할 수 있다[22]. 발효 

무궁화 추출물과 비발효 무궁화의 추출물의 NO free radical 

소거활성 측정 결과는 다음 Fig. 2과 같다. 

발효 무궁화 추출물과 비발효 무궁화 추출물의 NO free 

radical 소거활성은 농도의존적으로 감소하였다. 발효 무궁화 

추출물의 NO free radical 소거활성은 1,000, 500 , 250 및 125 

ug/ml의 농도에서 71.35±0.52, 69.21±0.34, 62.83±1.10 및 

59.01±1.78%로 나타났으며, 동일한 농도의 비발효 무궁화 추

출물에서는 64.21±1.00, 61.24±0.21, 59.99±0.38 및 56.93±0.47%

로 측정되었다. 모든 농도에서의 발효 무궁화 추출물은 비발

효 무궁화 추출물보다 더 높은 NO free radical 소거활성을 

나타내었다. 

Lee [22] 등의 연구에 의하며 다시마 추출액에 대한 NO 

free radical 소거활성을 조사한 결과, 다시마 추출원액의 50, 
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Fig. 4. Effects of FH and NFH on SOD levels in liver homoge-

nate. NOR: Normal  group, CON: High fat dietary 

group, FH: High fat dietary and fermented Hibiscus sy-

riacus group, NFH : High fat dietary and unfermented 

Hibiscus syriacu groups.  All the values were expressed 

as means ± S.D. (n=5) a,b,c are different (p<0.01) group 

by one-way ANOVA followed by Duncan’s post hoc 

test.

Fig. 3. Effects of FH and NFH on CAT levels in liver homog-

enate. NOR: Normal  group, CON: High fat dietary 

group, FH: High fat dietary and fermented Hibiscus sy-

riacus group, NFH : High fat dietary and unfermented 

Hibiscus syriacu groups. All the values were expressed 

as means ± S.D. (n=5) a,b,c are different (p<0.01) group 

by one-way ANOVA followed by Duncan’s post hoc 

test.

100 ug/ml 농도에서 12.3, 29.6%의 활성을 나타내고, 동일한 

농도의 다시마 발효액은 29.9, 57.9%의 활성을 나타냈다. 이러

한 연구 결과를 보아 발효 무궁화 추출물이 비발효 무궁화 

추출물보다 더 높은 NO free radical 소거활성을 나타내는 것

과 유사한 경향을 나타냄으로 발효 과정을 통해 NO free radi-

cal 소거활성이 증가하는 것으로 사료된다.

간 조직 중 Catalase (CAT)활성 측정

자연계에 존재하는 생명체는 산화에 의한 조직 손상으로부

터 자신을 보호하기 위한 방어체계를 갖추고 있다. 방어기전

은 항산화 활성효소인 catalase가 존재함으로써 과산화수소 

(H2O2)를 무독성의 물(H2O)로 환원시키거나 ethnol, meth-

anol과 같은 hydrogen donor의 산화에 관여하는 효소로 라디

칼을 소거시키는 작용을 한다[2, 26].

간 균질액에서의 CAT활성은 Fig. 3과 같다. 정상군(NOR)

은 18.57±2.31 nmol/mg protein, 대조군(CON)은 4.01±0.79 

nmol/mg protein, 발효 무궁화군(FH)은 12.54±1.36 nmol/ 

mg protein, 비발효 무궁화군(NFH)은 11.02±0.41 nmol/mg 

protein로 측정되었다. 발효 무궁화군의 CAT활성이 대조군과 

비교하여 56.6~61% 증가하여 실험군 중 정상군과 가장 유사한 

수치를 나타내었다.

Bae [2] 등의 연구에서 비만을 유도하기 위해 고지방식이를 

먹인 대조군의 CAT활성에 비해 FRN-E (발효서목태엑기스)

를 섭취한 군의 CAT활성이 크게 증가하여 정상군과 유사한 

수치를 나타내어 발효 서목태가 CAT활성에 유의적인 효과가 

있는 것을 확인하였다. 이러한 연구의 결과로 보아 발효 무궁

화 섭취군이 고지방식이를 먹인 대조군에 비해 CAT활성이 

크게 증가한 것과 동일한 결과를 나타냄으로, 발효 무궁화 추

출물이 고지방식이를 섭취한 비만 쥐에서의 CAT활성을 증가

시키는 것으로 사료된다. 

간 조직 중 Superoxide dismutase (SOD)활성 측정

일반적으로 생명체에는 superoxide dismutase, catalase, 

glutathione, peroxidase, selenium 등이 존재하여 일정수준 이

하의 radical에 의해 발생되는 산화적 스트레스는 생명현상에 

큰 지장이 되지 않는다[23].

간 균질액에서의 SOD활성은 Fig. 4과 같다. 정상군은 15.33 

±1.95 nmol/mg protein, 대조군은 4.95±0.95 nmol/mg pro-

tein, 발효 무궁화군은 11.13±1.20 nmol/mg protein, 비발효 

무궁화군은 9.59±1.18 nmol/mg protein로 측정되었다. 발효 

무궁화군은 대조군과 비교하여 56.5~63.2% 증가하여 실험군 

중 정상군에 가장 유사한 수치를 나타냈다. 

Bae [2] 등의 연구에서 대조군의 SOD활성보다 FRN-B군(발

효서목태음료섭취군)의 SOD활성이 증가하여 정상군으로의 

회복을 확인하였다. 본 연구에서도 이러한 연구 결과와 유사

한 결과를 나타내는 것을 확인하여, 발효 무궁화 추출물이 고

지방식이를 섭취한 비만 쥐의 SOD활성 증가에 도움을 주는 

것으로 사료된다.  

간 조직 중 Malondialdehyde (MDA) 정량

MDA는 지질과산화물의 최종산물으로, 생체막 기능에 영

향을 주어 DNA 손상 및 단백질 변형을 유발시켜 기능을 저하

시키고, 생체 노화를 촉진시키는 원인 물질이다[3].

간 균질액에서의 MDA 함량은 Fig. 5와 같다. 정상군은 

11.22±1.46 nmol/mg protein, 대조군은 46.26±4.10 nmol/mg 

protein, 발효 무궁화군은 17.06±1.62 nmol/mg protein, 비발

효 무궁화군은 19.21±1.68 nmol/mg protein로 측정되었다. 발
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Fig. 5. Effects of FH and NFH on MDA levels in liver homoge-

nate. NOR: Normal  group, CON: High fat dietary 

group, FH: High fat dietary  and fermented Hibiscus sy-

riacus group, NFH : High fat dietary and unfermented 

Hibiscus syriacu groups. All the values were expressed 

as means ± S.D. (n=5) a,b,c are different (p<0.01) group 

by one-way ANOVA followed by Duncan’s post hoc 

test.

효 무궁화군은 대조군과 비교하여 82.5~84.1% 감소하여 실험

군 중 정상군과 가장 유사한 수치를 나타내었다. 

Kim [11] 등의 연구에 의하면 HF군(고지방식이군)에 비해 

HF+EQS군(고지방식이+녹차혼합물)의 MDA의 수치가 낮아

진 것으로 보아 EQS의 투여로 인해 간 조직 내 지질과산화물

의 생성을 감소시키는 것을 확인하였다. 이러한 연구 결과로 

보아 발효 무궁화 섭취군의 MDA 생성량이 대조군에 비해 

감소하여 실험군 중 정상군과 가장 유사한 수치를 나타냈다. 

발효 무궁화 추출물이 고지방식이를 섭취한 비만 쥐의 간 조

직 내 지질과산화물의 생성을 감소시키는 것을 확인, 이는 발

효 무궁화 추출물이 지질과산화를 억제작용을 하는 것으로 

사료된다.
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초록：고지방식이로 유도된 비만 C57BL/6 쥐에서 발효 무궁화 추출물의 항산화 활성

이하늘․하배진* 

(신라대학교 바이오과학과 제약공학전공)

본 연구의 목적은 비만 쥐에서의 발효 무궁화 추출물의 항산화 효과를 평가를 위해 수행되었다. 항산화 실험은 

in vivo와 in vitro 둘 다 진행하였다. In vitro 실험은 산화질소 자유 라디칼 소거활성을 사용하여 측정하였다. 발효 

무궁화 추출물에서의 산화질소 자유 라디칼 소거활성은 비발효 무궁화 추출물보다 높게 나타났다. In vivo 실험은 

정상식이군(NOR), 고지방식이군(CON), 고지방식이+발효 무궁화 추출물군(FH)과 고지방식이+비발효 무궁화 추

출물군(NFH)로 나눴고, 4군은 4주 동안 복강투여하였다. 그리고 간 균질액의 SOD, CAT, MDA 수준을 측정하였

다. 그 결과 FH군의 SOD와 CAT 수준은 CON군보다 높게 나타났으며, FH군의 MDA 수준은 CON군에 비해 현

저하게 감소하였다. 결론적으로 발효 무궁화 추출물은 비만 쥐에서의 산화적 스트레스 억제 효과와 항산화 효소

활성 증가 효과를 가지며, 유용한 천연 항산화제의 원료로 사용할 수 있음을 제안한다.
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