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Abstract

Evodiae Fructus is the dried unripe fruit of Evodia rutaecarpa, and has traditionally been used for treating stomachache

and diarrhea. Evodiamine and rutaecarpine, the major biologically active compounds of Evodiae Fructus, are reported to

have anti-oxidative and anti-inflammatory effects, as well as inhibit proliferation and metastasis of various cancer cells. The

current study investigates the anti-oxidative and anti-cancer effects of the Evodiae Fructus extract, considering varying

concentrations of methanol extraction (40, 80, and 95%). High contents of total phenolic compounds were determined in

the order of extracts 80, 95, and 40%. Evaluating contents of the 95, 80, and 40% extracts revealed 36.77, 7.29, and 1.86

µg/mg evodiamine, respectively, and 53.02, 17.16, and 3.79 µg/mg rutaecarpine, respectively, with the highest content of

both compounds obtained in the 95% extract. DPPH radical scavenging activity was observed to be inversely proportional

to the contents of total phenolic compounds, with decreasing SC50 values obtained in the order 80, 95, and 40% extract.

The 95 and 80% extracts exerted toxicity to AGS gastric cancer cells, but the 40% extract was non-toxic. Evodiamine is a

known anti-cancer agent, and could be responsible for the observed toxicity. Cleavage of PARP, and Caspase-3, -7, -8 and

-9 was observed in the 95% extract-treated AGS cells, indicating that cell toxicity exerted by the 95% extract could be

attributed to apoptosis.
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I. 서 론

오수유(Evodiae Fructus)는 운향과에 속하는 오수유(Evodia

rutaecarpa)의 미성숙 열매를 건조한 것으로 속이 차고 배가

아프며 구토가 있을 때 사용하던 약재이다. 오수유의 주요 성분

으로는 evodiamine과 rutaecarpine를 포함하는 indolequinazoline

alkaloids와 evocarpine을 포함하는 quinolone alkaloids 등이

알려져 있다(Zhang et al. 2013). 오수유 추출물 및 성분에

대해 항산화, 항염증, 항암 등 다양한 약리적 활성이 보고되

고 있다. 항염증과 관련하여 오수유 추출물은 macrophage와

microglia의 활성을 억제하였고 염증 인자에 의한 혈관내피

세포의 부착 인자의 발현을 줄인다(Choi et al. 2006, Ko et

al. 2007, Yun et al. 2008). 항산화 효능과 관련하여 PC12

세포에 H2O2로 산화 스트레스를 주었을 때 evodiamine이 보

호 효과를 보였으며(Zhang et al. 2018) rutaecarpine은 tert-

butyl hydroperoxide (t-BHP)로 생성된 reactive oxygen species

(ROS)에 의한 HepG2 세포의 세포사를 항산화 관련 효소 발

현을 증가시켜 막는다는 보고가 있다(Jin et al. 2017). 또한,

오수유의 80% 에탄올 추출물은 10-400 µg/mL 농도 범위에

서 농도 의존적으로 DPPH radical 소거 효과가 있다(Ryu

2014). 항암효능과 관련하여서는 오수유의 evodiamine이 유

방암, 대장암, 폐암 세포주에서 apoptosis를 일으키며(Liao et
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al. 2005, Chien et al. 2014, Lin et al. 2016) 위암 세포주

에서도 autophagy와 apoptosis를 일으킨다는 보고가 있다

(Rasul et al. 2012, Yang et al. 2014). Rutaecarpine의 경

우 castration 저항 전립선암세포의 증식을 in vitro와 in vivo

실험에서 억제하였다(Liao et al. 2020). 70% 에탄올 추출물

은 benign prostatic hyperplasis-1 세포에서 caspase에 의존

한 apoptosis를 일으킨다(Park et al. 2018). 위와 같이 오수

유는 항염증, 항산화, 항암 등 유용한 생리활성을 갖는 약재

로 이용가치가 매우 높다고 할 수 있다. 따라서 추출방법 차

이에 의한 활성 물질 추출 정도와 생리활성 변화에 관한 연

구 필요성이 있다. 본 논문에서는 오수유를 대상으로 상대적

으로 추출력이 우수한 메탄올의 농도를 다르게 하여(40, 80,

95%) 추출한 후 각 추출물의 총페놀성물질과 주요 생리활성

물질인 evodiamine, rutaecarpine의 함량을 비교하였다. 또한,

DPPH radical 소거 효과를 통한 항산화 효능과 위암 세포주

인 AGS에 대한 독성효과를 관찰한 결과 농도를 달리한 추

출물에서 다른 효능의 정도를 보여 보고하고자 한다.

II. 연구 내용 및 방법

1. 실험재료

오수유는 (주)내몸에닿(Korea)에서 구입하였고 오수유를

100 g씩 칭량하여 각각 40, 80, 95% 메탄올 400 mL을 용매

로 하여 60oC에서 90분간 sonication하였다. 여과지로 여과

하였고 위 작업을 3회 반복하였다. 추출액을 감압농축기로

농축한 후 동결건조하여 시료를 얻었다. 시료는 −80oC에 보

관하여 사용하였다.

2. 총페놀성물질 함량 측정

총페놀성물질 함량은 Folin & Ciocalteau’s phenol reagent

을 사용하였고 보고된 방법을 다소 수정하여 측정하였다(Lee

et al. 2011). 메탄올에 녹인 500 µg/mL의 검색시료 100 µL

와 Folin & Ciocalteau’s phenol reagent 50 µL를 혼합하여

5분간 반응시켰다. 20% (w/v) sodium carbonate 300 µL를

혼합하여 15분 후에 증류수 1 mL를 첨가하였다. 8,000 rpm

에서 30초 동안 원심 분리하여 그 상층액을 모아 725 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 총페놀성물질 함량은 tannic acid를

이용하여 작성한 표준검량선으로 계산하였다.

3. Evodiamine과 rutaecarpine 함량 측정

오수유 메탄올 농도별 추출물의 evodiamine과 rutaecarpine

함량을 high performance liquid chromatography (HPLC)

방법으로 측정하였다. 각 시료를 메탄올에 1 mg/mL로 녹인

후 여과하여 HPLC 검체로 사용하였다. HPLC 조건은

<Table 1>과 같다. Evodiamine과 rutaecarpine의 표준검량선

을 이용하여 정량하였다.

4. DPPH radical scavenging 측정

메탄올에 녹인 시료 100 µL에 메탄올에 250 µM 농도로

녹인 DPPH 100 µL를 혼합하였다. 빛을 차단한 상태에서 10

분간 방치한 후 515 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으

로 시료 대신 메탄올을 넣어 주었으며 양성대조군으로

ascorbic acid (75 µg/mL)를 사용하였다. DPPH 소거율은 다

음과 같이 구하였다.

소거율(%)=

Acontrol: 대조군의 515 nm에서 흡광도

Asample:실험군의 515 nm에서 흡광도

5. 세포배양 및 생존율 측정

위암세포주인 AGS는 10% fetal bovine serum (FBS,

BRL Life Technologies, NY, USA)와 1% penicillin-streptomycin

(BRL Life Technologies)가 포함된 Dulbeccco’s Modified

Eagle Medium (DMEM, BRL Life Technologies) 배지에

서 37oC, 5% CO2조건에서 배양하였다. AGS 세포를

1×104/well 농도로 96 well plate에 seeding 하여 24시간 동

안 안정화 시켰다. Serum-free media에 희석한 각 추출물을

농도에 맞춰 처리하고 24시간 동안 배양하였다. 이후 EZ-

Cytox kit (Daeil Lab Service, Seoul, Korea)를 사용하여

생존율을 측정하였다. Water soluble tetrazolim salt (WST)

용액 10 µL를 넣고 2시간 동안 배양기에서 배양한 후 450

nm에서 흡광도를 측정하였으며 대조군에 대한 흡광도와 비

교하여 %로 생존율을 표시하였다.

Acontrol Asample–

Acontrol

-----------------------------------------
⎝ ⎠
⎛ ⎞ 100×

<Table 1> HPLC condition for evodiamine and rutaecarpine

quantification analysis in Evodie Fructus extract

Column Eclipse-plus C-18 (5 µm, 4.6×250 mm)

Mobile phase
(A) Distilled water

(B) Acetonitrile

Gradient

condition

min A% B%

0~20 50 50

20~35 20 80

35~45 20 80

45~60 10 90

60~65 50 50

65~80 50 50

Injection volume 10 µL

Flow rate 1 mL/min

Column temp. Room temperature

Wave length (nm)
225 nm for evodiamine

210 nm for rutaecarpine
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6. Western blotting

AGS 세포를 4×105/well 농도로 6 well plate에 seeding

하여 24시간 동안 안정화시켰다. 세포에 serum-free media에

희석한 추출물을 농도에 맞춰 처리하고 24시간 배양하였다.

세포를 4oC에서 단백질분해효소 억제제를 함유한 RIPA lysis

buffer (Millipore, MA, USA)로 분해한 다음 14,000 rpm에

서 10분간 원심분리하여 상층액을 거두었다. 동량의 단백질

을 SDS-polyacrylamide gel 전기영동을 통해 분리한 후

nitrocellulose 막으로 이동시켰다. 5% skim milk로 blocking

한 후 4oC에서 1차 항체로 18시간 배양하고 2차 항체로 1시

간 배양하였다. ECL (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)

시약으로 막 위의 단백질을 확인하였다.

7. 통계분석

측정값은 독립적으로 이루어진 3회의 실험에서 얻은 값을

mean±SD로 나타내었다. 시료들 간의 통계분석은 Prism 6

(GraphPad Sofware Inc., SanDiego, USA)을 이용하여 일원

분산분석과 Tukey’s honestly significant difference test로

이뤄졌다(p<0.05).

III. 결과 및 고찰

1. 오수유 메탄올 추출물의 evodiamine과 rutaecarpine의

함량

메탄올 농도별 추출물에 함유된 총페놀성물질 함량을 Folin

& Ciocalteau’s phenol reagent를 이용하여 측정하였다. 40%

추출물은 216.77 mg TAE (tannic acid equivalent)/g, 80%

는 328.21 mg TAE/g, 95%는 281.67 mg TAE/g으로 80%

메탄올 추출물에서 총페놀성물질 함량이 가장 높았다<Table

2>. HPLC chromatogram에서 evodiamine은 10-11분 사이의,

rutaecarpine은 약 13분의 머무름 시간을 보였으며<Figure 1>

이는 evodiamine과 rutaecarpine을 추출물에 co-injection하여

동일 시간대에 피크의 겹침으로 확인하였다. Evodiamine의

경우 40, 80, 95% 추출물에서 각각 1.86, 7.29, 36.77 µg/

mg 함량을 보여 95% 추출물에서 evodiamine 함량이 가장

높았으며 추출 메탄올 농도가 높을수록 evodiamine의 함량

이 높았다<Table 2>. 95% 추출물에서 evodiamine의 함량은

80% 추출물과 비교했을 때 약 5배, 40%에 비해서는 약 20

배 높았다. Rutaecarpine의 경우 40, 80, 95% 추출물에서

각각 3.78, 17.16, 53.02 µg/mg의 함량을 보였다. Evodiamine

과 같이 95% 추출물에서 가장 높은 rutaecarpine 함량을 보

였으며 농도가 높을수록 rutaecarpine의 함량이 높았다<Table

2>. 95% 추출물의 rutaecarpine 함량은 80% 추출물보다 약

3배, 40% 추출물에 대해서는 약 14배 높았다. Cai et al.

(2014)은 열수 추출물과 70% 메탄올 및 에탄올 추출물에서

evodiamine의 함량을 비교했을 때 알코올 추출물이 열수 추

출물보다 약 22배 이상 evodiamine 함량을 보였으며 메탄올

과 에탄올 추출물 사이에서는 차이가 없다고 하였다. Bezek

et al. (2016)은 96%의 에탄올 추출물에서 evodiamine과

rutaecarpine의 함량을 각각 3.64, 5.30%로 보고하였다. 본

실험에서 95% 메탄올 추출물의 경우에는 evodiamine과

rutaecarpine이 각각 3.67, 5.30% 함량을 보여 비슷한 결과를

나타내었다. 오수유의 지배지역 및 추출방법에 따라 각 물질

의 함유 정도는 다를 수 있으나 메탄올과 에탄올의 추출능

은 비슷한 것으로 보이며 유기용매의 농도를 높여야

evodiamine과 rutaecarpine의 추출이 보다 더 잘 이뤄진다는

것을 알 수 있다.

2. DPPH 소거 효과

메탄올 농도별 추출물을 150 µg/mL에서 1/2씩 농도를 희석

하여 5개 농도 구간(9.375, 18.75, 37.5, 75, 150 µg/mL)에서

DPPH 소거능을 구한 후 50% scavenging activity (SC50)을

계산하였다. 양성대조군으로 사용한 L-ascorbic acid (150 µM)

의 소거율은 82.07%였다. 모든 메탄올 추출물 시료에서 농도

의존적으로 DPPH 소거 효능을 보였으며<Figure 2A> 40,

<Table 2> Content of total phenolic compounds, evodiamine and

rutaecarpine in 40, 80 and 95% MeOH extract

MeOH

Con. (V/V)
40% 80% 95%

TPC

(mg tannic acid 

equivalents/g)

216.77±2.73 328.21±5.39 281.67±3.54

Evodiamine 

(µg/mg)

(RSD)

1.8616±0.0172

(0.9239)

7.2933±0.0704

(0.9653)

36.7671±0.5703

(1.5511)

Rutaecarpine 

(µg/mg)

(RSD)

3.7867±0.1007

(2.6593)

17.1633±0.3099

(1.8055)

53.0200±2.5895

(4.884)

TPC: total polyphenolic compounds, RSD: relative standard deviation

Values represent mean±SD of three independent measurements.

<Figure 1> HPLC chromatogram (225 nm) of 95% MeOH extract

of E. rutaecarpa
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80, 95% 시료에서 각각의 SC50은 42.34, 31.95, 35.81 µg/mL

로 계산되었다. Ryu (2014)는 80% 오수유 에탄올 추출물이

10-400 µg/mL 범위에서 DPPH 소거능이 14.31, 26.08, 53.0,

81.62, 90.03, 91.02%였다고 보고하였다. 본 실험에서 80%

메탄올 추출물은 9.375, 18.75, 37.5, 75, 150 µg/mL 농도에

서 DPPH 소거율이 각각 11.34, 27.43, 58.3, 87.71, 90.37%

로서 비슷한 경향성을 보였다. 물질의 DPPH radical의 소거

능과 항산화 효능은 물질의 hydroxyl 구조와 관련이 있으며

polyphenolic 물질은 다수의 hydroxyl 구조가 있다(Li et al.

2014). 본 실험에서 메탄올 추출 농도에 따라 추출되는 총페

놀성물질 함량에 차이가 있었기 때문에<Table 2> 총페놀성물

질량과 DPPH radical 소거능의 차이점에 일정한 관계가 있는

지 확인하였다. 정확한 DPPH 소거능 계산을 위해 Scherer &

Godoy (2009)이 제시한 방법을 적용하여 사용한 최종 DPPH

농도를 SC50으로 나눈 Antioxidant activity index (AAI)값을

구하였다. 40, 80, 95%에서 AAI값은 각각 1.16, 1.54, 1.38

을 나타내었다. 이 AAI값과 총폴리페놀성 성분 함량의 상관

관계가 r2이 0.9984인 비례 관계에 있음을 확인하였다<Figure

2B>. 이는 대표적 생리활성물질로 알려진 evodiamine과

rutaecarpine 보다 총페놀성물질 함량이 보다 더 radical소거에

이바지한다는 것을 나타낸다고 생각한다.

3. 위암 세포주 AGS에 대한 독성효과

오수유의 에탄올 추출물과 주요 alkaloid 성분인 evodiamine

이 다양한 cancer cell type에서 항암효과가 있음이 보고되었

다(Liao et al. 2005, Chien et al. 2014, Lin et al. 2016).

오수유가 주로 소화기계통에 사용된 약재이고 또한

evodiamine의 위암 세포주에 대한 독성 또한 보고된 바 있어

(Rasul et al. 2012, Yang et al. 2014) 메탄올 농도별 추출

물이 위암세포주인 AGS 세포에 독성이 있는지를 실험하였

다. HPLC 분석을 통해 evodiamine 함량이 가장 높은 95%

추출물이 가장 높은 독성을 보일 것으로 예상하였다. 상대적

으로 저농도인 6.25와 12.5 µg/mL에서 95% 추출물이 대조

군 대비 각각 86.48, 76.19%의 생존율을 보여 다른 추출과

비교했을 때 다소 높은 독성이 있었다. 그러나 50 µg/mL에

서 80와 95% 추출물은 각각 75.34, 72.50%의 생존율을 보

여 뚜렷한 차이는 없었다. 40% 추출물의 경우 실험한 모든

농도 구간에서 독성이 확인되지 않았다<Figure 3>. 기존 보

고 내용과 본 실험 결과를 종합해 보면 일정 evodiamine 함

량이 있어야 AGS에 대한 독성이 나타나지만, 농도 의존적

인 건 아닐 수도 있음을 의미한다. 그러나 본 실험은 추출물

을 가지고 실험한 것으로 주요 항암 성분으로 알려진

evodiamine 외의 다른 성분이 길항적으로 작용할 수도 있고

다른 성분이 독성에 관여했을 여지도 있다. Evodiamine과

rutaecarpine을 포함한 다른 단일성분이 독성에 어떤 영향을

미치는지에 관한 연구가 필요하다고 생각한다. 다만 40% 메

탄올 추출물이 AGS 세포에 독성을 보이지 않아 유기용매의

농도를 높인 추출물에 함유된 물질들이 AGS 세포에 독성을

보인다는 점은 확실해 보인다.

<Figure 3> Cell viability of AGS cells treated with 40, 80 and 95%

MeOH extract. Data are presented as mean±SD of

three independent experiments. Means with different

letters indicate the statistical difference (p<0.05)

<Figure 2> Radical scavenging activity of E. rutaecarpa. A: DPPH

scavenging activity of 40, 80 and 95% methanol

extract. Means with different letters indicate the statisti-

cal difference (p<0.05). B: Relationship between total

phenolic compounds and antioxidant activity index

(AAI: the ration of DPPH concentration to SC50)
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95% 추출물에 의한 AGS 세포 죽음이 apoptosis인지 알아

보기 위해 apoptosis와 관련 있는 단백질의 변화를 Western

blotting으로 확인하였다. Apoptosis를 일으키는 신호전달은

크게 두 과정으로 나누어진다. 미토콘드리아 막전위의 이상

과 함께 세포질로 분비된 cytochrome c가 Apaf-1, ATP와

함께 apoptosome을 형성한 후 연쇄적으로 caspase-9, -3, -7

을 절단하고 caspase-3는 DNA를 보정하는 poly(ADP-ribose)

polymerase (PARP)를 절단하여 apoptosis를 증가시키는

intrinsic pathway와 세포막의 수용체를 통한 caspase-8 절단

이 caspase-3, -7 절단으로 연결되는 extrinsic pathway가 있

다(Elmore 2007). 95% 메탄올 추출물은 apoptosis를 확인할

수 있는 PARP 절단을 농도 의존적으로 증가시켰다. 또한

caspase-3, -7, -8 절단 모두 증가하였으나 caspase-9의 경우

25 µg/mL 처리농도에서 50 µg/mL보다 절단이 좀 더 강하

게 일어났다. 95% 추출물에 포함된 성분 중 intrinsic

pathway를 저해하는 물질이 있을 가능성이 있으며 이 부분

또한 추후 연구 대상이나 추출물에 의한 세포 죽음이

apoptosis일 가능성은 매우 크다고 생각한다.

 본 실험 결과를 종합해 보면 유기용매의 농도를 높여 오

수유를 추출할 경우 evodiamine과 rutaecarpine의 추출은 증

가하지만, 총페놀성물질 함량은 80% 메탄올 추출물에서 가

장 높았다. DPPH radical 소거 효과는 80% 추출물에서 가

장 높았고, 80과 95% 추출물 모두 AGS 세포에 대해 독성

이 있었다. 95% 추출물을 처리했을 때 apoptosis 관련 단백

질의 절단을 확인할 수 있어 apoptosis가 세포 죽음에 한 형

태임을 알 수 있었다.

IV. 요약 및 결론

오수유는 Evodia rutaecarpa의 덜 익은 열매를 말린 것으

로 오랫동안 위통과 설사에 사용됐다. 오수유의 주요한 생리

활성물질인 Evodiamine과 rutaecarpine은 항산화와 항염증

효과는 물론 다양한 암세포의 증식과 전이 능력을 억제하는

것이 보고되었다. 본 연구에서는 메탄올 추출 농도(40, 80,

95%)에 따른 오수유 추출물의 항산화와 항암효과를 조사하

였다. 총페놀성물질은 80, 95, 40% 추출물 순서로 높은 함

량을 나타냈다. 95, 80, 40% 추출물에서 evodiamine의 경우

각각 36.77, 7.29, 1.86 µg/mg의 함량을 rutaecarpine의 경우

각각 53.02, 17.16, 3.79 µg/mg의 함량을 보여 95% 추출물

에서 evodiamine과 rutaecarpine의 함량이 가장 높았다.

DPPH radical 소거 효과에서 80, 95, 40% 추출물 순서로

SC50이 낮았는데 이는 총페놀성물질의 함량과 반비례 관계

가 있었다. 95와 80% 추출물은 위암 세포인 AGS에 대해

독성이 있었으나 40% 추출물은 독성을 보이지 않았다. 이는

항암효과를 보인다고 알려진 evodiamine의 함량 차이 일 수

있다. 95% 추출물이 apoptosis 신호전달과 관련된 caspase와

PARP 단백질을 절단하여 오수유 추출물에 의한 세포 독성

이 apoptosis와 관련 있는 것으로 생각된다.
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