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Sambucus sieboldiana var. miquelii (Nakai) Hara is distributed in Korea, China, and Japan, and has been 
used as an anti-rheumatic in folk medicine in oriental countries. The present study aims to investigate 
the potential use of this species in health functional foods, cosmetics, and food preservatives. Methanol 
extracts of leaves and branches from this plant were prepared to quantitatively analyze the total phe-
nol and flavonoid contents, and to investigate the antioxidative and enzyme inhibitory activities, and 
the inhibition of nitric oxide (NO) production activity. The results showed that the total polyphenol 
and flavonoid contents of the crude extract were 1.52±0.1 mg/g and 1.73±0.1 mg/g, respectively. S. 
sieboldiana polyphenols exhibited potent scavenging activity shown by 2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH) radical scavenging assay and 2, 2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) rad-
ical cation assay. The crude extract also exhibited significant α-glucosidase and tyrosinase inhibitory 
activity with IC50 values of 183.5 μg/ml and 323.9 μg/ ml, respectively. Additionally, the crude extract 
exhibited strong anti-inflammatory activity determined through the nitric oxide inhibition assay in a 
dose-dependent manner with an IC50 value of 36.7 μg/ml and no cytotoxic effect on the macrophages. 
Therefore, we demonstrated that the leaves and branches of S. sieboldiana extract possess antioxidant, 
anti-diabetic, depigmentation potential, and NO production inhibitory activities. According to recent 
research, S. sieboldiana has great potential as a source of the bioactive compound which could be used 
as food, cosmetics, and pharmaceutical agents. 

Key words : α-Glucosidase inhibitory activity, anti-inflammatory effect, antioxidant, Sambucus sieboldiana 
var. miquelii (Nakai) Hara, tyrosinase inhibitory activity

*Corresponding authors

*Tel : +82-54-679-2740, Fax : +82-54-679-0636

*E-mail : yskim@kiam.or.kr (Yeong-Su Kim)

*Tel : +82-54-679-2738, Fax : +82-54-679-0636

*E-mail : dwking@kiam.or.kr (Dae Wook Kim)

This is an Open-Access article distributed under the terms of   

the Creative Commons Attribution Non-Commercial License 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0) which permits 

unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction 

in any medium, provided the original work is properly cited.

ISSN (Online) 2287-3406
Journal of Life Science 2020 Vol. 30. No. 11. 965~972 DOI : https://doi.org/10.5352/JLS.2020.30.11.965

서   론

인동과(Caprifoliaceae)에는 딱총나무속(Sambucus LINNE), 

가막살나무속(Vibrunum LINNE), 댕강나무속(Abelia R, BROWN), 

병꽃나무속(Weigela THUNBERG), 인동덩굴속(Lonicera KINNE)

이 있다. 딱총나무속 식물은 세계에 약 20종이 분포하고 한국

에는 말오줌나무, 덧나무, 지렁쿠나무, 넓은 잎 딱총나무, 딱총

나무 등을 포함하여 8종이 소교목 또는 관목으로 분포하고 

있다. 이 중 지렁쿠나무(Sambucus sieboldiana var. miquelii 

(Nakai) Hara)는 산토끼꽃목(Dipsacales) 인동과에 속하는 낙

엽관목으로 내공해성과 내음성이 강하다[19]. 딱총나무속은 

식용, 관상용, 공업용, 약용에 쓰이고 관상수 및 울타리용에 

쓰며 민간적으로 풍습성 관절염, 요통, 골절상 등에 쓴다. 약리

작용은 항진균 효과, 접골 효과, 항산화 작용, 항염증 효과, 

항암 효과, 항혈당 효과, 위 보호 효과, 항바이러스 효과 등이 

보고되고 있다[10, 12, 17, 31, 39]. 딱총나무속에서 분리된 성분

으로는 terpene, flavonoid, fatty acid, phenolic compound, 

lignan, iridoid glycosides 계열의 화합물을 분리, 보고되었다

[6, 9, 11, 24, 31]. 한편 phytochemical이 풍부한 자원으로 예측

되는 딱총나무속의 지렁쿠나무에 관한 생리 활성 연구가 된 

바 없었다.

최근 의학기술이 발전되어 인간의 평균수명이 늘어나는 반

면, 과도한 스트레스에 노출된 현대인들의 건강에 관한 관심

이 증가하여 노화 억제 및 건강 유지를 위해 항산화제에 관한 

관심이 높아지고 있다. Butylated hydroxyanisole (BHA), bu-

tylated hydroxytoluene (BHT)와 같은 합성 항산화제의 부작

용으로 인하여 천연물 유래의 항산화제에 관련된 연구가 활발

하게 진행되고 있다[2, 14]. 활성산소종(Reactive Oxygen spe-

cies, ROS)은 생명체의 호흡 과정과 에너지 대사 과정에서 발

생하며, 생체 내 제거 기전에서 거의 소멸하지만, 활성산소가 

만성적으로 많이 발생하면, 항산화 방어계의 균형이 깨져서 

다양한 질환의 원인이 된다[37]. 특히, free radical (NO, OH, 

O2)은 분자 상 산소가 활성산소로 변하여 다른 분자들과 반응
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하면서 생성되어 각종 성인병과 노화의 원인으로 큰 관심의 

대상이 되고 있으며, 피부 면역기능을 억제해 피부 염증을 유

발하여, 노화를 가속한다[5, 10, 33].

염증반응은 다양한 세포에서 분비되는 산화적 스트레스 물

질이나 감염성 물질에 의하여 유발되는 정상적인 방어 기전으

로서 한시적으로 일어나고 빠르게 회복되지만, 다양한 염증 

질환에서는 염증성 면역세포에 분비되는 ROS, 과도한 염증성 

cytokine이 여러 조직에 만성적인 염증반응을 일으키는 것으

로 알려 있다. 대식세포는 식균작용을 통해 항상성을 유지에 

관여하며, lipopolysaccharide (LPS)와 같은 자극 때문에 염증

성 매개 인자인 proinflammatory cytokine (IL-1β, IL-6, TNF-

α)을 비롯하여 inducible nitric oxide synthase (iNOS) 및 cy-

clooxygenase-2 (COX-2)와 같은 효소의 발현을 통해 nitric ox-

ide (NO), prostaglandin E2 (PGE2)를 생성하여 염증반응을 유

도하고 염증이 발생한 부위로 면역세포의 이동이 촉진된다

[12, 18, 20]. 이 중 NO는 반응성이 높은 물질로 NO synthase 

(NOS)에 의해 L-arginine으로부터 생성되며 NOS는 con-

stitutive NOS와 inducible NOS (iNOS)로 나누어진다. 특히 

iNOS는 외부 자극이나 염증 매개성 cytokine 등에 의해 자극

을 받게 되면 hepatocyte, smooth muscle cell, bone marrow 

cell, monocyte, macrophage 등 다양한 세포에서 발현되어 다

량의 NO를 생성하여 염증반응을 촉진하는 역할을 한다[21, 

34]. 따라서 NO의 생성과 pro-inflammatory cytokine의 발현

을 억제하는 천연물을 찾기 위한 연구가 활발히 진행되고 있

다.

본 연구에서는 딱총나무속의 생리학적인 유용성이 확인되

었음에도 아직 지렁쿠나무의 다양한 생리 활성에 대한 구체적

인 연구결과가 미흡한 것을 확인한바 지렁쿠나무 잎과 가지 

추출물을 이용하여 항산화 활성, 세포독성, tyrosinase 활성, 

α-glucosidase 활성 및 염증 인자 발현 저해 효과를 확인함으

로써 지렁쿠나무의 기능성 바이오 소재 개발 가능성을 확인하

고자 한다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 지렁쿠나무 잎과 가지는 경상북도 봉화군 

묘봉(석포면 석포리) 일대에서 2019년 05월 02일에 채집하여 

건조 후 사용하였으며, 국립백두대간수목원 변준기박사가 동

정하였다. 지렁쿠나무 표본(BDNA-2019-48)은 국립백두대간

수목원 표본실에 보관하였다.

시료제조

건조한 지렁쿠나무 잎과 가지를 분쇄한 후 무게의 20배량

(w/v)의 95% methanol로 시료가 충분히 잠기도록 하여 상온

에서 3일간 침지한 후 총 3회 반복 추출하였다. 추출액은 Filter 

paper (NO. 4 Whatman international Ltd., Maidstone, Eng-

land)로 여과한 다음 rotary evaporator (UT-1000, EYELA, 

Tokyo, Japan)로 45℃에서 농축하여 추출물을 제조하여 10 

mg/ml의 농도로 디메틸설폭사이드(DMSO; Sigma, USA)에 

용해시켜 4℃에 보관하였다.

세포주 배양

대식세포 계열(murine macrophage cell line)인 RAW 264.7 

세포주는 한국 세포주 은행(KCLB No 40071, Korea Cell Line 

Bank, Seoul, Korea)에서 분양 받아 실험에 사용하였다. 세포 

성장을 위한 배지로는 10% FBS (fetal bovine serum)와 1% 

antibiotics (penicillin/streptomycin)를 첨가한 Dulbeco’s 

modified Eagle’s medium high glucose (DMEM) 배지를 이용

하여 37℃ 배양기에서 5%의 CO2를 유지하면서 배양하였다. 

FBS와 antibiotics는 Gibco (Rockville, MD, USA), 배지는 

Hyclone (Logan, UT, USA)에서 구입하였다. 배양된 세포는 

2-3일마다 배지를 교환하면서 실험에 사용하였으며, 세포가 

80% 이상 자랐을 때 인산 완충 식염수(phosphate buffered 

saline, PBS, Gibco, Rockville, MD, USA)로 세척한 후 계대 

배양하였다.

세포 생존율 측정

세포의 생존율 정도를 확인하기 위하여 MTT 시험법으로 

측정하였다. RAW 264.7세포를 96 well plate에 1×104 cells/ml

의 농도로 분주하고 37℃, 5% CO2 배양기에 24시간 배양하였

다. 배양된 세포에 지렁쿠나무 추출물을 농도별(12.5, 25, 50, 

100 μg/ ml)로 처리하여 24시간 반응시킨 후 3-(4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfophenyl)- 

2H-tetrazolium (MTT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

용액을 5 mg/ml 농도로 제조하여 각각 100 μl 처리한 후 2시

간 배양하였다. 배양 후 MTT 용액을 제거하고, dimethyl sulf-

oxide (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 100 μl 

첨가하여 포마잔(formazan)을 완전히 용해한 후, 마이크로판

독기(multiskan Go, Thermo scientific, USA)를 이용하여 540 

nm의 파장에서 그 흡광도를 측정하여 생존율은 백분율로 계

산하였다. 이때, 측정된 흡광도는 생존하는 세포의 미토콘드리

아 탈수소 효소 작용에 의해 MTT가 formazan으로 환원된 양

을 나타내며, 생존하는 세포 수와 비례한다. 지렁쿠나무 추출

물로 전 처리한 세포의 생존율은 시료 무첨가 군의 생존율의 

평균값에 대한 상대적인 세포 생존율을 백분율로 표시하였다.

산화질소(Nitric oxide, NO) 측정

NO는 대표적인 자유라디칼 중 하나로 생체 내에서 중요한 

세포 신호전달물질로서 작용하고 있으며, 세포막을 쉽게 통과

할 수 있는 성질이 있어 생체 내에서 다양한 작용을 하나 과잉 

생산 시 산화적 스트레스의 유발을 통해 염증 및 세포 손상의 
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원인이 된다[15, 26]. 배양액 내의 산화질소(II) 함량 측정은 아

질산염(nitrite)을 산화질소(II) 생산의 지표로 이용한 Griess 반

응을 이용하여 실시하였다. RAW 264.7 세포를 24 well plate

에 1×105 cells/ml 농도로 분주하고 37℃, 5% CO2 배양기에 

24시간 배양하였다. 배양된 세포에 지렁쿠나무 추출물을 최종 

농도가 12.5, 25, 50, 100 μg/ml가 되도록 처리하여 2시간 배양 

후, 지방질다당류(lipopolysaccharides, LPS)를 최종 농도 1 μg/ 

ml가 되도록 처리한 뒤, 24시간 자극한 후 배양 상층액을 취하

여 100 μl씩 새 96 well plate에 옮긴 후 Griess 시약(reagent) 

100 μl씩 혼합하여 15분 동안 상온에서 반응시킨 후 540 nm에

서 흡광도를 측정하였다. Sodium nitrite를 이용하여 표준 검

량 곡선을 작성하였고 함량 계산에 이용하였다. 실험에 사용

한 시약은 모두 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구

하여 사용하였다.

총 폴리페놀 함량 측정

지렁쿠나무 추출물의 총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis 방법

을 변형하여 측정하였다[36]. 10 mg/ml 농도의 추출물 20 μl를 

넣고 Folin-Ciocalteu 시약(Sigma-Aldrich, Co., ST. Louis, MO, 

USA) 100 μl를 넣어 상온에서 5분간 반응시키고 sodium car-

bonate (Sigma-Aldrich, Co., ST. Louis, MO, USA)를 80 μl씩 

가한다. 상온에서 2시간 동안 반응한 후에 Microplate Reader 

(Molecular Devices, USA)를 사용하여 760 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 gallic acid (Sigma-Aldrich, 

Co., ST. Louis, MO, USA)로 작성한 표준 검량곡선으로 계산

하여 구하였다.

총 플라보노이드 함량 측정

지렁쿠나무 추출물의 flavonoid 함량은 Abdel-Hameed[1]

의 방법을 변형하여 측정하였다. 각 시료 추출물 50 μl를 넣고 

메탄올로 녹인 2% aluminum nitrate (Sigma-Aldrich, Co., ST. 

Louis, MO, USA) 50 μl를 첨가 후 실온에서 10분 동안 반응시

킨다. 이후 Microplate Reader를 사용하여 415 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 추출물의 흡광도는 quercetin (Sigma-Aldrich, 

Co., ST. Louis, MO, USA)으로 작성한 표준 검량곡선으로 계

산하여 구하였다.

DPPH radical 소거 활성 측정

지렁쿠나무 추출물의 항산화능을 확인하기 위해 2,2-di-

phenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical 소거 활성을 측정하

였다[16]. 지렁쿠나무 추출물은 농도별로 메탄올에 녹여 준비

한 후, DPPH 활성 저해율을 측정하기 위해 추출물 5 μl에 

6×10-5 M 메탄올에 녹인 DPPH 용액을 195 μl를 가하여 상온 

암실에서 15분 반응시키고 Microplate Reader를 사용하여 흡

광도를 515 ㎚에서 측정하였다. 각 추출물의 radical 소거 활성

은 50% 저해 농도(Inhibitory Concentration, IC50)를 계산하였

다. 양성 대조군은 ascorbic acid (Sigma-Aldrich, Co., ST. 

Louis, MO, USA)를 사용하였다.

ABTS radical 소거 활성

ABTS (2,2-Azino-bis-3-ethylbezothiazoline-6-sulfonic acid) 

radical을 이용한 항산화력 측정은 ABTS cation decoloriza-

tion assay에 의한 방법을 일부 변형하여 시행하였다[22]. 7.4 

mM ABTS reagent를 증류수로 용해하여 1:1로 혼합한 후 암소

에서 실온으로 15시간 이상 동안 방치하여 ABTS radical을 

형성시킨 후 735 nm에서 흡광도 값이 0.70±0.01이 되도록 증

류수로 희석하였다. 희석된 ABTS radical 용액 198 μl에 지렁

쿠나무 추출액 2 μl를 넣은 후 실온에서 5분간 반응시켜 735 

nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 각 추출물의 radical 소

거 활성은 50% 저해 농도(Inhibitory Concentration, IC50) 값으

로 계산하였고, ascorbic acid를 표준곡선으로 사용하였다.

Tyrosinase 저해 활성

멜라닌(Melanin) 합성 주요 단계에 관여하는 tyrosinase 저

해 활성 측정은 효소 작용 결과 형성되는 DL-β-3,4-dihydrox-

yphenylalanine (DOPA) chrome을 비색법으로 측정하였다

[28]. 96 well plate에 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 

6.5)를 분주한 후 지렁쿠나무 추출물을 각각 최종 농도가 62.5, 

125, 250, 500 μg/ml 되도록 10 μl씩 넣는다. 그 후 sodium 

phosphate buffer (pH 6.5)에 녹인 2000 unit/ml의 mushroom 

tyrosinase (Sigma-Aldrich, Co., ST. Louis, MO, USA)를 10 

µl씩 넣어 준 후 1.5 mM의 L-tyrosine을 20 µl씩 넣은 후 0.1 

M sodium phosphate buffer (pH 6.5)로 최종 200 µl가 되게 

조절하였다. Tyrosinase 활성 억제능은 37℃에서 20분간 반응

시킨 후 490 nm에서 흡광도를 측정하여 시료 용액의 첨가구와 

무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다. 양성대조구로는 ar-

butin (Sigma-Aldrich, Co., ST. Louis, MO, USA)을 사용하였다.

Tyrosinase inhibition activity (%)＝[1-(CAbs-SAbs)/ 

(CAbs-BAbs)] × 100

CAbs : 대조구 흡광도, SAbs : 시료 흡광도 

BAbs : 시료 무첨가구의 흡광도

α-Glucosidase 저해 활성

α-Glucosidase에 대한 저해 활성 측정은 Tibbot과 Skadsen

의 방법에 따라 pNPG (p-nitrophenyl β-D-glucoside)에서 유

리되어 나오는 반응 생성물인 p-nitrophenol을 측정하여 수행

하였다[17]. 지렁쿠나무 추출물을 각각 최종 농도가 62.5, 125, 

250 μg/ml 되도록 20 μl 씩 넣는다. 20 mM potassium phos-

phate buffer (pH 6.8) 120 μl와 0.1 U/ml α-glucosidase 50 

μl를 가하여 37℃에서 10분 동안 방치한다. 이후 2 mM pNPG 

10 μl를 가하여 37℃에서 30분간 반응시켰다. 혼합액에 100 
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Fig. 1. Effect of the sample extract from Sambucus sieboldiana var. 

miquelii (Nakai) Hara on nitric oxide (NO) production 

in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated Raw 264.7 cells. 

LPS, 1 μg/ml; Sample extract, final concentration 12.5, 

25, 50, 100 μg/ml respectively. The data shown represent 

means ± SD of three independent experiments; #p<0.05 

vs. the control group; *p<0.05, ***p<0.001 vs. the LPS- 

treated group. The cytotoxicity was determined by MTT 

assay as described in Materials and Methods.

mM sodium carbonate 100 μl를 넣어 반응을 정지시키고 흡광

도를 UV-spectrometer를 사용하여 405 nm에서 흡광도를 측

정하여 시료 용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 

나타내었다. 양성대조구로는 acarbose (Sigma-Aldrich, Co., 

ST. Louis, MO, USA)을 사용하였다.

α-glucosidase inhibition activity (%)＝[1-(CAbs-SAbs)/ 

(CAbs-BAbs)] × 100

CAbs : 대조구 흡광도, SAbs : 시료 흡광도 

BAbs : 시료 무첨가구의 흡광도

통계학적 분석

본 실험에서 얻어진 결과에 모든 값은 3회 이상의 반복 실험

의 측정값의 평균(mean)±표준오차(SD)로 나타내었으며, 각 

실험 결과 값에 대한 통계적 분석은 student’s t-test를 이용하

여 분석하였으며, p값이 0.05 미만(p-value<0.05)이면 유의성이 

있다고 판단하였다.

결과 및 고찰

지렁쿠나무 추출물의 세포 독성 및 항염증 활성

Nitric oxide (NO) 합성 효소에 의해 L-arginine으로부터 

생성되는 반응성이 강한 NO는 염증반응 및 염증성을 촉진해

서 조직을 손상시키는 것으로 알려 있으며, 세포독성, 신경 

전달계 및 혈관 이완 및 혈소판 억제 등의 여러 가지 생물학적

인 과정에 관여하는 것으로 알려져 있다. 다량 생성될 경우 

기관지염, 관절염, 종양 발생 및 세포의 돌연변이와 같은 생태

병리학적 과정과 밀접한 관계가 있다[29]. 그람 음성균의 세포 

외막에 있는 내 독소로 알려져 있는 LPS는 대식세포 또는 단

핵구를 자극함으로써 염증 매개성 cytokine들의 분비를 자극

하여 정상적인 세포의 기능을 방해할 수 있고, 염증 반응을 

촉매 한다.

본 연구에서는 지렁쿠나무 추출물에 대한 항염증 효과를 

확인하기 위하여 LPS로 염증이 유도된 RAW264.7 macro-

phage의 세포 독성 및 NO 생성 억제를 확인하였다(Fig. 1). 

지렁쿠나무 추출물의 세포독성은 MTT assay를 이용하여 확

인하였다. 지렁쿠나무 추출물은 100 μg/ml 농도에서 세포 생

존율이 99.5%로 측정되어 고농도 처리에서도 세포 생존에 영

향을 미치지 않아 지렁쿠나무 추출물의 RAW264.7 macro-

phage에 대한 독성이 없음을 확인할 수 있었다. 따라서 지렁쿠

나무 추출물이 macrophage에 대해 세포독성에 영향을 미치

지 않은 농도인 100 μg/ml 이하의 다양한 농도에서 실험을 

진행하였다. 대식 세포가 LPS로 자극될 때 iNOS와 COX-2가 

발현되어 NO를 생성하게 되고 활성 산소 결합종에 의해 염증 

반응을 나타난다. 따라서 항염증 효능을 확인하는 biomarker

로써 LPS에 의해 과생성된 대식세포의 NO 생성 억제를 측정

하는 방법이 일반적이다. 따라서 본 연구에서는 지렁쿠나무 

추출물의 항염증 효과를 확인하기 위해 LPS로 과생산된 대식

세포의 NO 생성 억제를 확인하였다. 그 결과, 지렁쿠나무 추

출물의 농도별(12.5, 25, 50, 100 μg/ml) 처리에 대한 NO 생성

이 각각 23.5%, 43.2%, 79.6%, 96.3% 로 모두 유의적으로 감소

시키는 것으로 나타나 항염 효과가 매우 우수함을 확인하였다

(Fig. 1).

총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량

폴리페놀(polyphenol)은 식물에서 발견되는 화학물질의 일

종으로 한 분자 내에 2개 이상의 페놀성 하이드록실 그룹을 

가지는 방향족 화합물들이며 식물계에 분포되어 폴리페놀에

는 phenolic acid, flavonoid, lignin, stilbene 계열로 분류된다. 

페놀성 계열은 현재까지 식물에서 유래된 천연 항산화제로 

보고되고 있으며, 강력한 항산화 능력을 가지고 있다. 플라보

노이드 계열은 식물에서 꽃의 색을 만들어내며, 고등 식물에

서 향기를 만들어내는 가장 중요한 역할을 한다. 이들 폴리페

놀 물질들은 항산화, 항균력이 있으며, 항염, 항암, 항알레르기 

효과와 심장질환, 노화 방지 등을 지연하거나 예방하는 효과

가 있어 현재까지 의약품, 식품, 화장품 등을 활용되고, 총 폴

리페놀의 함량이 증가할수록 항산화 활성이 우수하다고 알려

졌다[29]. Folin-Ciocalteu reagent를 사용하여 표준물질인 GA

를 10-500 μg/ml로 제조하여 작성한 검정 곡선에 기초하여 

총 페놀성 화합물 함량을 측정하였다. 플라보노이드 함량은 
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Table 1. ABTS , DPPH , total phenolic and total flavonoid contests of methanol extract from the Sambucus sieboldiana var. miquelii 

(Nakai) Hara 

Sample
RSA(ABTS)

 (μg/ml)

RSA(DPPH)

 (μg/ml)

Total phenolic content

(mg/g)

Total flavonoid content

(mg/g)

Sambucus sieboldiana var. 

miquelii (Nakai) Hara
85.6 124.0 1.5±0.1 1.73±0.1

Total phenolic and total flavonoid contents were measured 1 mg/ml, 500 μg/ml respectively.

Fig. 2. Tyrosinase inhibitory activity of the sample extract from 

Sambucus sieboldiana var. miquelii (Nakai) Hara. Arbutin, 

500 μg/ml; Sample extract, final concentration 62.5, 125, 

250, 500 μg/ml respectively. The data shown represent 

means ± SD of three independent experiments; **p<0.01 

vs. the control group.

표준물질인 rutin을 20, 40, 60, 80, 100 μg/ml 농도로 제조하여 

작성한 검정 곡선으로부터 비교 정량하였다. 지렁쿠나무 추출

물의 폴리페놀 및 플라보노이드 분석 결과, 폴리페놀 함량은 

mg/g, 플라보노이드 함량은 1.73±0.1 mg/g으로 측정되었다

(Table 1). 기존에 알려진 딱총나무 잎과 줄기 추출물의 페놀 

함량 분석 결과와 유사한 페놀 함량을 나타내어 생리 활성도 

우수할 것으로 판단되었다[4].

DPPH 라디칼 및 ABTS 라디칼 소거 활성

체내 활성산소종(ROS)은 환원 대사, 체내 효소계, 물질적 

또는 환경적 요인 등에 의해 끊임없이 생성되고 항산화 효소

계와 비타민과 같은 항산화 화합물이 존재함으로써 활성산소

종의 생성과 제거 사이에 균형을 갖추어 세포 기능을 유지하

게 된다. 그러나 활성산소종이 만성적으로 발생하거나 항산화 

시스템의 기능이 저하되면 지질 과산화 유도, 단백질 및 DNA 

손상시켜 세포의 노화와 변형을 유도와 간은 산화적 스트레스

가 일어난다. 이런 산화기전 억제 효과를 확인하기 위해 DPPH

와 ABTS radical 소거능과 환원력을 본 실험에서 측정하였다. 

DPPH는 화학적으로 안정화된 free radical을 지닌 수용성 물

질로 플라보노이드 및 페놀 화합물과 같은 항산화 활성이 있

는 물질에 의해 수소나 전자를 받아들여 불가역적으로 안정한 

분자를 형성, 환원됨에 따라 짙은 보라색이 탈색되는 원리를 

이용하여 천연물로부터의 항산화 활성을 측정하기 위하여 많

이 사용되는 방법이다[36]. 환원력 또한 항산화 활성에 관계되

는 중요한 인자로 ABTS radical cation decolorization은 친수

성 및 친유성 물질의 항산화 활성을 측정하기 위해 사용되는 

방법이기 때문에 더 민감하게 항산화 능력을 알아볼 수 있다

[25].

지렁쿠나무 추출물의 DPPH 라디칼 및 ABTS 라디칼 소거 

활성을 IC50으로 나타내었다. 지렁쿠나무 추출의 DPPH 라디

칼 소거 활성의 IC50은 124.0 μg/ml, ABTS 라디칼 소거 활성의 

IC50은 85.6 μg/ml로 나타났다(Table 1). 이는 postive control

인 BHT, viatmin과 비교해서도 더 우수한 결과를 나타내어 

천연 항산화제로서의 산업화 적용 가능성은 매우 높다고 할 

수 있을 것이다. 

Tyrosinase 저해활성

피부의 색소 물질인 melanine은 모든 살아있는 유기체에서 

발견되는 흑갈색 또는 적갈색을 띄는 천연 색소이다. Mela-

nine은 피부세포가 자외선과 같은 자극에 노출되었을 때 세포 

내 소기관인 리보솜에서 tyrosinase의 생합성에서 합성되며

[23, 32], 미백효과는 melanine의 형성이 억제되면 기대할 수 

있다. Tyrosinase는 피부 세포 내에 존재하는 tyrosine을 산화

시켜서 melanine 생성 경로에서 필수적인 역할을 하는 효소이

며, 멜라닌 생합성 초기 단계에서 tyrosine이 3,4-dihydrox-

yphenylalanine (DOPA)으로 변환되고, DOPA를 산화시켜 

DOPA quinone으로 변환시킨 후, 붉은 계열의 eumelanin과 

갈색 계열의 pheomelanin을 합성시켜 멜라닌이 형성되는데, 

tyrosinase는 이들 반응의 속도 조절에 관여해 멜라닌 생합성

에서 가장 중요한 역할을 수행한다[3, 13].

본 연구에서는 지렁쿠나무 추출물 처리에 대한 tyrosinase 

저해 활성을 평가하였다. 양성대조군은 arbutin을 사용하였

다. 지렁쿠나무 추출물을 농도별(62.5, 125, 250, 500 μg/ml)로 

처리하여 tyrosinase의 저해 활성에 관하여 평가한 결과, 각각 

15.4%, 35.6%, 46.9%, 54.5%의 저해능이 나타났다(Fig. 2). 지렁

쿠나무 추출물의 처리 농도가 증가함에 따라 유의적으로 ty-

rosinase를 억제하는 것으로 관찰되었다. 따라서 지렁쿠나무 
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Fig. 3. α-glucosidase inhibitory activity of the sample extract 

from Sambucus sieboldiana var. miquelii (Nakai) Hara. 

Acarbose, 500 μg/ml; Sample extract, final concentration 

62.5, 125, 250 μg/ml respectively. The data shown repre-

sent means ± SD of three independent experiments; *p< 

0.05 vs. the control group.

추출물의 처리는 melanin 형성에 관여하는 tyrosinase 효소 

활성을 억제함으로써 멜라닌 생합성 저해에 기여하는 것으로 

생각된다.

α-Glucosidase 저해 활성

당뇨의 치료 방법 중 섭취한 탄수화물 소화과정에서 α-glu-

cosidase는 α-amylase에 의해 분해된 이당류를 단당류로 최종 

분해하는 효소로 혈액 내 포도당을 증가시킨다[35]. 국내 시판

되고 있는 α-glucosidase 저해제는 acarbose와 voglibose가 있

다. 그러나 이들 약제는 방귀와 설사, 경련성 복통 등의 부작용

이 있으며[7, 8], 소화 흡수 장애를 동반한 만성 장 질환, 간경

화, 중증 신장 장애, 중증 감염 환자에게 사용이 금지되어 있어 

이런 부작용을 줄이고 식후 혈당 강하 효과가 있는 대체식품 

및 천연물에 대한 관심이 증가하고 있다.   

지렁쿠나무 추출물의 농도별(62.5, 125, 250 μg/ml) 처리에 

대한 α-glucosidase 저해 활성이 각각 27.9%, 45.7%, 53.7% 억

제되는 것으로 나타났다. 지렁쿠나무 추출물 250 μg/ml 농도

에서 53.7% 억제되는 결과는 positive control로 사용된 acar-

bose 500 μg/ml 농도에서 54.4% 억제되는 것과 유사한 활성을 

나타내었다(Fig. 3). 최근 부작용이 적은 천연물로부터 α-glu-

cosidase 저해활성을 조사하여 혈당조절 효과가 우수한 소재

를 발굴하고자 하는 연구가 활발히 진행되고 지렁쿠나무 추출

물은 혈당 조절에 도움을 줄 수 있을 것으로 기대된다.
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초록：지렁쿠나무 메탄올 추출물의 생리활성 연구

오유진1․조해진1․우현심1․변준기2․김영수1*․김대욱1*

(1국립백두대간수목원 야생식물산업화연구실, 2국립백두대간수목원 산림생물자원보전실)

한국, 중국, 일본에 분포한 지렁쿠나무는 관절염 치료제로 동양의 민간요법에 사용되었다. 본 연구에서는 지렁

쿠나무의 건강기능성 식품, 화장품 및 식품 보존료 등의 기능성 소재로 개발하기 위한 기초자료를 제공하고자 

연구를 수행하였다. 지렁쿠나무의 잎, 가지 부위를 메탄올 추출물로 제조하여 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 

함량을 측정하고, 항산화 활성, α-glucosidase 저해 활성 및 tyrosinase 저해 활성과 항염증 활성을 검증하였다. 

지렁쿠나무 추출물의 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량은 1.52±0.1 mg/g and 1.73±0.1 mg/g로 측정되었고, 

DPPH와 ABTS radical 소거 활성은 처리 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 소거 효과를 나타냈으며, 각각 

IC50 값이 124.0 μg/ml (DPPH), 85.6 μg/ml (ABTS)로 높은 항산화 효과를 나타내었다. 또한, α-glucosidase 저해 

활성 및 tyrosinase 저해 활성은 각각 IC50 값이 183.5 μg/ml와 323.9 μg/ml로 우수한 억제 활성을 보였다. 게다가 

RAW 264.7 cell에서 LPS로 염증을 유발시켜 nitric oxide (NO) 억제효과 실험에서 지렁쿠나무 추출물의 IC50 값을 

측정하였을 때 NO 생성을 농도의존적으로 저해하는 농도는 36.7 μg/ml이고, 추출물 100 μg/ml의 농도에서도 

독성을 나타내지 않는 것으로 확인되었다. 이상의 결과로부터 지렁쿠나무 추출물은 항산화, 항염증, 미백, 및 항당

뇨 효능을 확인할 수 있었으며, 이는 지렁쿠나무가 기능성 식품, 화장품 및 의약품 소재로서의 활용 가능성을 시

사한다. 또한, 지렁쿠나무로부터 생리활성물질의 분리 동정과 메커니즘 규명에 관한 연구가 수행되어야 할 것으로 

판단된다.
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