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생약이란, 전통적인 민간요법에서 뿐만 아니라 한방에서 

원료로 사용되는 자연계 물질 중 인체에 약효를 나타내거나 

약효가 있다하여 사용되는 약용식물(medicinal plants, Ryu 등 

2020)을 말한다. 생약재들은 낮은 독성과 부작용으로 인하여 

우리나라와 동양권에서 민간요법으로 오랫동안 이용되어 왔

고, 통증완화, 해독, 항산화, 방부, 항염증, 면역강화 등의 

다양한 생리활성 효능이 있어 치료와 예방의 목적으로 활용

되고 있다(Kim 등 1997; Han & Lim 2001; Lee & Rhee 2015). 
생약으로 사용되는 부위로는 주로 식물체의 전체 또는 지상

부 부분만을 이용해 왔으나, 민간약 대부분은 전초류 생약으

로 한방에서는 그 자체를 건조하여 다른 생약과 배합한 후주

로 탕제로 이용되어 왔다(Kim 등 2015). 최근 생약재로부
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Abstract

After ethanol (BM-E and RW-E) and hot-water (BM-HW and RW-HW) extracts were fractionated from two herbal mixtures (BM 
and RW), their physiological activities were investigated. All extracts consisted of more than 50% of neutral sugar, with their total 
polyphenol levels higher than flavonoid levels. Radical scavenging activities of EtOH extracts remained significantly higher compared 
to that of hot-water extracts, and in particular, RW-E showed consistently higher antioxidant activity than BM-E. When 
anti-inflammatory activities of the extracts were evaluated by LPS-stimulated RAW 264.7 cells at 10~500 μg/mL non-cytotoxicity 
doses, BM-E showed significantly higher levels of TNF-α, IL-1β, IL-6, and nitric oxide inhibitory activity than those of hot-water 
extracts and RW-E. Murine peritoneal macrophage cells were shown to be enhanced in crude polysaccharides (BM-CP and RW-CP 
fractionated from BM-HW and RW-HW) compared to hot-water extracts and polysaccharide K (PSK, positive control). Especially, 
RW-CP exhibited higher activity than BM-CP, and component sugar analysis showed that BM-CP mainly contained galacturonic acid, 
glucose, arabinose, galactose, and xylose (34.5%, 33.9%, 16.1%, 7.1%, and 6.3%, respectively), whereas RW-CP showed different 
measurements (29.5%, 59.2%, 5.0%, 4.5%, and 0.2%). In conclusion, two herbal mixtures could contain varying sets of physiological 
activities dependent on different extraction and fractionation methods.
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터 다양한 기능성과 활성화합물을 검토되었으며(Rivera 등 

2010), 생약으로부터 분리한 추출물 또는 활성성분이 최근 

기능성식품 및 천연물 의약품 원료로 활용되고 있는 상황이

다(Korea Health Supplements Association 2016).
한편, 현대인에게 식품에 대한 개념은 단순히 활동 및 성

장을 위한 에너지 급원의 역할을 넘어 건강증진에 도움을 줄 

수 있는 새로운 생리기능성 물질의 섭취에 관심이 집중되고 

있다(Hsieh & Ofori 2007). 특히, 전 세계적으로 고령화가 빠

르게 진행되고 있으며 우리나라는 2026년을 전후하여 65세 

이상 인구가 총 인구의 20% 이상을 차지하는 초고령 사회로 

진입할 예정으로 이에 대비한 노인성 질환 연구개발의 중요

성이 더욱 커지고 있다(Park 등 2014). 한편, 전통적으로 생약

은 질병치료를 위한 목적으로 그들의 효능을 증진시키고 독

성이나 부작용을 줄이기 위하여 복합물의 형태로 많이 사용

되고 있다(Kim 등 2008). Kang 등(2009)은 13종의 한약재 복

합 추출물이 체내 지질 조성 및 간 기능 회복에 미치는 영향

을 평가하였으며, Suh 등(2020)은 17종의 생약재로부터 항염

증 효능이 가장 우수하게 확인된 2종의 생약을 혼합하여 기

관지 염증의 억제효과 증진 가능성을 보고하였다. 또한 국내

에서는 식품원료로 사용 가능한 백수오, 속단, 당귀 등의 천

연식물을 원료로 한 백수오 등 복합추출물이 개발되어 부작

용은 나타나지 않으면서 폐경기 증상을 개선시키는 것으로 

확인되었으며(Lee 등 2005), 이러한 과학적인 결과를 토대로 

최근 생약복합제가 건강기능식품의 기능성 원료로 인정되고 

있는 실정이다(Korea Health Supplements Association 2016). 
특히, 여러 생약재의 혼합을 통해 상승작용(synergistic effect)
을 규명한 결과가 점차 증가하고 있으며(Yang 등 2014), 이를 

통해 많은 연구자들이 다양한 생약재 복합물을 통해 기능성

을 증가시키기 위한 시도가 진행되고 있다. 이와 같이 생약

복합물이 약물간의 상호작용을 통해 더욱 유효한 효과를 발

휘하고 있다는 점에서, 생약들을 배합하여 상승효과를 나타

내는 복합제의 개발이 필요하다. 따라서 본 연구에서는 기본 

약제와 함께 혼합되는 생약을 달리하여 조제한 2종 생약복

합물의 항산화, 항염증 및 면역활성 등의 생리활성을 평가하

고자 하였다. 이를 위해 2종 생약복합물은 주정 및 열수추출

물로 조제되었으며, 용매추출물에 따른 생리활성을 비교함

으로써 건강기능성 식품 소재로의 적용가능성을 타진하기 

위한 기초 자료로 활용하고 생약복합물의 식품분야에서의 

이용성을 증대시키는데 기여하고자 한다.

재료 및 방법

1. 재료 및 방법
본 실험에 사용된 2종 생약복합물은 동의보감 등을 참고

하여 건강증진을 목적으로 기본 생약(당귀, 천궁, 칡뿌리, 감
초, 복령, 산약, 생강)에 산수유, 백출, 백작약, 계피의 4종 생

약(BM)과 하수오, 사삼, 마가목의 3종 생약(RW)을 일정 비율

로 혼합하여 조제한 생약혼합물(Table 1)을 ㈜코시스바이오

(Chungbuk, Korea)로부터 제공받았다. 구성 생약은 모두 식품

원료로 사용가능하며 복합물은 grinder(Bazzatra, Gyeonggi-do, 
Korea)로 파쇄한 후 품질유지를 위해 －70℃의 급속냉동기에 

보관하여 사용하였다. Folin-Ciocalteu 시약, gallic acid, quercetin, 
L-ascorbic acid 및 라디칼 조제와 관련된 ABTS(2,2'-azino-bis 
(3-ethylbenzotiazoline-6-sulfonic acid)와 DPPH(2,2-diphenyl-1- 
picrylhydrazyl)는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)로부터 

구입하였다. 한편, 항염증 및 대식세포 활성측정을 위한 세

포배양에 사용된 RPMI-1640 및 DMEM 배지, fetal bovine 
serum(FBS), penicillin과 streptomycin은 GenDepot(Katy, TX, 
USA)사에서 입수하였고 세포 독성과 증식활성용 EZ-cytox는 

DoGenBio Co., Ltd.(Seoul, Korea)에서 구입하였다. 또한, 세포

실험의 경우에는 assay계의 적합성과 양성대조군으로서 en-
dotoxin인 Escherichia coli O127:B8 유래의 lipopolysaccharide 
(LPS, Sigma-Aldrich)를 사용하였다.

2. 생약복합물 용매추출물 및 조다당획분 분획
일정크기로 파쇄한 2종의 생약복합물(BM과 RW)을 환류 

플라스크에 넣고 95% 주정을 5배(w/v) 첨가한 후 환류관에 

연결하여 2시간 동안 처리(50~60℃, 5회)하고 여과액을 모두 

모아 농축한 후 원심분리(9,000×g, 5℃, 30 min)로 얻은 상등

No
BM RW

Composition herb % Composition herb %

1 Angelica gigas 25 Angelica gigas 25

2 Cnidium officinale 15 Cnidium officinale 15

3 Cornus officinalis 10 Fallopia multiflora 10

4 Pueraria montana 10 Pueraria montana 10

5 Atractylodes macrocephala 10 Atractylodes macrocephala 10

6 Glycyrrhiza uralensis  5 Dioscorea polystachya 10

7 Paeonia japonica  5 Glycyrrhiza uralensis  5

8 Wolfiporia extensa  5 Wolfiporia extensa  5

9 Dioscorea polystachya  5 Sorbus commixta  5

10 Cinnamomum cassia  5 Zingiber officinale  5

11 Zingiber officinale  5

Total (%) 100 Total (%) 100

Table 1. Composition of individual herbs for preparing 
herbal medicine mixture (BM and RW)
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액을 동결건조하여 주정추출물(BM-E와 RW-E)로 조제하였

다. 또한, 열수추출물은 파쇄한 2종 생약복합물에 20배(w/v)
의 증류수를 넣고 decoction 방법으로 처리(90~95℃, 3회)한 

후 여과액을 모아 농축 및 원심분리로 회수한 상등액을 동결

건조하여 조제하였다(BM-HW와 RW-HW). 한편, 열수추출물

은 다시 증류수에 용해시키고 5배(w/v)의 주정을 넣어 상온

에서 충분히 교반한 후 원심분리로 회수한 침전을 증류수에

서 투석(MWCO 12-14 kDa, Spectra/PorTM, Spectrum Lab. Inc., 
Rancho Dominguez, CA, USA )하고 투석액을 농축 및 원심분

리한 후 회수한 상등액을 동결건조하여 조다당획분(BM-CP
와 RW-CP)으로 분획하였다.

3. 생약복합물용매추출물의구성분및조다당획분의구
성당 분석

중성당, 산성당 및 단백질 함량은 glucose(Glc), galacturonic acid 
(GalA) 및 bovine serum albumin(BSA)을 표준물질로 phenol-sulfuric 
acid법(Dubois 등 1956), m-hydroxybiphenyl법(Blumenkrantz & 
Asboe-Hansen 1973) 및 Bradford법(Bradford MM 1976)으로 분

석하였다. 또한, 2종 생약복합물의 열수추출물로부터 분획된 

조다당획분의 구성당은 조다당 시료를 2 M trifluoroacetic acid 
(TFA)로 처리하여 단당류 aldose로 분해한 후 NaOH와 PMP 
(1-phenyl-3-methyl-5-pyrazoline)를 첨가하여 단당류의 PMP 
유도체로 전환시킨다(Honda 등 1989). 다음으로 당-PMP 유
도체는 HCl로 중화하고 물과 클로로포름 혼합용매에서 물 

층만을 회수하여 PVDF membrane filter(0.45 μm, Jaema Trade 
Inc., Gwangwon-do, Korea)로 여과한 후 Thermo Scientific Accaim 
120 C18 column(5 μm, 2.1×100 mm, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA)이 장착된 HPLC(YL 9100, Young Lin 
Instrument Co. Ltd., Gyeonggi-do, Korea)에서 UV(254 nm)로 

분석하고 단당류의 mole%는 peak area와 response factor로부

터 결정하였다.

4. 생약복합물 용매추출물의 항산화
2종 생약복합물의 항산화 활성을 평가하기 위하여 먼저, 

생약복합물 용매추출물에 함유된 폴리페놀과 플라보노이드 

항산화 성분의 함량을 분석하였다. 총 폴리페놀 화합물의 경

우에는 2종 생약복합물 용매추출물 100 μL에 2% Na2CO3 1 
mL과 50% Folin-Ciocalteu 시약 100 μL을 반응시킨 후 750 nm 
(Nanoquant Infinite M200 Pro, Tecan, Männedorf, Switzerland)
에서 측정하고(Marinova 등 2005), gallic acid를 표준물질로 

사용하여 mg gallic acid equivalent(GAE)/용매추출물 g으로 표

시하였다. 또한, 총 플라보노이드 함량은 2종 생약복합물 용

매추출물 100 μL에 80% 에탄올, 10% Al(NO3)3․9H2O 및 1 
M potassium acetate 용액을 반응시킨 후 415 nm에서 측정하

고(Stanković MS 2011), quercetin을 표준물질로 사용하여 mg 
quercetin equivalent(QE)/용매추출물 g으로 나타내었다. 한편, 
2종 생약복합물 용매추출물의 항산화 활성은 potassium per-
sulfate와의 반응으로 형성된 ABTS 라디칼(Choi 등 2006)과 

시판품 DPPH 라디칼(Goupy 등 2003)과의 반응을 통한 흡광

도 값 변화를 734 nm와 517 nm로 측정하고, L-ascorbic acid를 

표준물질로 사용하여 mg ascorbic acid equivalent antioxidant 
capacity(AEAC)/용매추출물 g으로 표시하였다.

5. 생약복합물 용매추출물의 항염증
2종 생약복합물의 항염증 활성은 한국세포주은행(Seoul, 

Korea)에서 구매한 RAW 264.7 대식세포주를 LPS로 자극한 

염증모델에서 평가하였다. 먼저 시료의 RAW 264.7 세포주

에 대한 독성여부와 무독성 시료 농도를 구하기 위하여 각각

의 용매추출물을 대식세포주와 배양한 후 saline 음성대조군

과 세포 생존율을 비교하였다(Ishiyama 등 1996). 한편, 이와 

같이 얻은 무독성 시료농도의 범위에서 항염증 활성은 다음

과 같이 진행되었는데, DMEM배지에서 배양한 RAW 264.7 
세포주를 1×106/mL로 희석하여 96 well plate에 200 μL씩 분

주한 후 12시간 배양하고 새로운 DMEM 배지를 넣어주고 시

료를 일정 농도(최종농도 10~500 μg/mL)로 처리하여 30분간 

배양한다. 다음으로 LPS를 처리하고 24시간 추가배양을 통

해 염증반응을 유발한 후 배양액의 염증촉진 사이토카인 

interleukin(IL)-1β, IL-6 및 tumor necrosis factor(TNF)-α는 BD 
Biosciences(San Diego, CA, USA)사 메뉴얼에 따라 ELISA법

으로 측정하고 또 다른 중요한 염증촉진 인자인 nitric oxide 
(NO)는 Griesse법을 이용하여 분석하였다(Tursun 등 2016). 
항염증 활성은 염증 관련 사이토카인과 NO 표준물질로부터 

얻은 검량곡선을 이용하여 각각의 양을 산출한 후 염증모델

에서의 용매추출물에 대한 생산억제능으로 나타내었다.

6. 생약복합물 용매추출물의 대식세포 자극활성
생후 5주령 웅성의 BALB/c 마우스를 두열바이오텍(Seoul, 

Korea)사로부터 구입하여 정수와 실험동물용 펠렛사료(Samyang 
Co., Incheon, Korea)를 자유공급하면서 스트레스를 받지 않

도록 주의하여 사육하였고, 모든 실험은 경기대학교 실험동

물윤리위원회(2019-012)의 승인을 거쳐 진행하였다. 대식세

포 자극활성은 BALB/c 마우스 복강에 1 mL thioglycollate 
medium(Sigma-Aldrich)을 주사하여 3일 동안 복강으로 대식

세포를 침출시킨 후 RPMI-1640 배지로 대식세포를 회수하고 

1×106 cells/RPMI-1640 mL로 현탁한 세포현탁액을 96 well 
plate에 200 μL씩 분주하였다. 37℃, 5% CO2 배양기에서 2시

간 동안 배양하여 plate벽에 부착한 대식세포 monolayer를 형

성하였다(Conrad RE 1981). RPMI-1640 배지를 이용한 세척
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과정으로 plate에 부착되지 않은 세포를 제거한 후 FBS-함유 

RPMI-1640 배지를 plate well에 180 μL씩 분주한 다음 용매추

출물을 넣고 37℃, 5% CO2 배양기에서 24시간 대식세포와 

배양하였다. 대식세포 자극활성은 세포배양 상등액을 취하

여 BD Biosciences사 메뉴얼에 따라 ELISA법을 이용하여 표

준물질의 검량곡선으로부터 사이토카인 양을 산출한 후 시

료에 따라 대식세포로부터 생산되는 대식세포 활성화 촉진 

사이토카인(IL-6, IL-12와 TNF-α) 생산능으로 측정하였다.

7. 통계처리
모든 실험은 3번 반복하여 측정하였으며 결과는 평균치± 

S.D.(standard deviation)로 나타낸 후 항염증과 대식세포 자극

활성의 통계분석은 SPSS 통계프로그램(Statistical Package for 
the Social Science, Ver. 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 

이용한 Student’s t-test로 계산하여 각각 p<0.05, p<0.01 및 

p<0.001 수준에서 유의성을 검정한 반면, 항산화 활성은 유

의성 평가를 위해 분산분석(ANOVA)을 실시한 후 각 측정값

간의 유의성을 Duncan's multiple range test로 p<0.05 수준에서 

검증하였다.

결과 및 고찰

1. 생약복합물의 용매추출물
기능성식품의 원료로 활용하기 위해 2종의 생약복합물인 

BM과 RW를 파쇄한 후, 95% 주정을 이용하여 조제한 주정

추출물과 열수로 추출한 열수추출물로 각각 조제한 결과, 2
종의 생약복합물 모두 주정추출물보다는 열수추출물에서 높

은 수율로 확인되었다(Table 2). BM의 주정추출물(BM-E)과 

RW의 주정추출물(RW-E)은 각각 18.9%와 21.6%의 수율을 보

였으며, RW-E의 수율이 다소 높은 것으로 확인되었다(Table 

2). 또한 BM 열수추출물(BM-HW)과 RW 열수추출물(RW- 
HW)은 각각 27.3%와 29.9%의 수율을 나타내어 주정추출물

과 마찬가지로 BM보다는 RW의 수율이 약간 더 높은 것으로 

확인되었다. 2종의 생약복합물로부터 제조된 4종의 용매추

출물에 존재하는 구성성분을 분석한 결과, 주정추출물의 경

우 중성당(BM-E; 56.15% 및 RW-E; 56.88%)이 가장 높은 함

량을 보였고 산성당(BM-E; 3.88% 및 RW-E; 4.35%)과 폴리페

놀성 화합물(BM-E; 77.2 mg GAE/g 및 RW-E; 89.1 mg GAE/g)
이 소량 함유되어 있는 것으로 확인되었다(Table 2). 열수추

출물도 주정추출물과 유사한 결과를 보였는데, 중성당(BM- 
HW; 54.73% 및 RW-HW; 62.86%)이 가장 높은 함량을 보였

으며, 산성당(BM-HW; 5.87% 및 RW-HW; 6.56%)과 폴리페놀

성 화합물(BM-HW; 57.4 mg GAE/g 및 RW-HW; 51.6 mg 
GAE/g)이 포함되어 있는 것으로 나타났다. 열수추출물과 주

정추출물을 비교해 본 결과, 주정추출물에 함유된 총 폴리페

놀성 화합물은 열수추출물에서 감소한 것으로 나타난 반면, 
산성당의 경우에는 반대로 열수추출물에서 높고 주정추출물

에서 감소한 것으로 확인되었다(Table 2). 한편, 4종의 추출물

은 모두 1% 미만의 플라보노이드 함량을 보였는데, 주정추

출물(BM-E; 3.4 mg QE/g 및 RW-E; 3.3 mg QE/g)보다는 열수

추출물(BM-HW; 5.3 mg QE/g 및 RW-HW; 9.0 mg QE/g)에서 

총 플라보노이드 함량이 높은 것으로 확인되었다(Table 2).

2. 생약복합물 용매추출물의 항산화 활성
한편, 시료의 항산화력은 2종류의 라디칼을 이용한 라디칼 

소거활성으로 평가하였다. 용매추출물 4종의 ABTS 라디칼 소

거능은 RW-E(59.5 mg AEAC/g) > BM-E(51.8 mg AEAC/g) > 
BM-HW(43.7 mg AEAC/g) > RW-HW(41.3 mg AEAC/g)의 순으

로 나타났으며, DPPH 라디칼 소거활성 결과에서는 BM-E 
(22.8 mg AEAC/g) > RW-E(19.5 mg AEAC/g) > BM-HW(18.3 

EtOH extract Hot-water extract

BM-E RW-E BM-HW RW-HW

Yield (%)1) 18.9 21.6 27.3 29.9

Neutral sugar (%) 56.15±0.81bc2) 56.88±1.05b 54.73±0.52c 62.86±0.89a

Uronic acid (%) 3.88±0.09d 4.35±0.03c 5.87±0.01b 6.56±0.06a

Protein (%) 0.32±0.00c 0.62±0.00a 0.17±0.00d 0.61±0.00b

Total polyphenol (mg GAE/g) 77.2±1.5b 89.1±2.9a 57.4±1.5c 51.6±1.0d

Total flavonoid (mg QE/g) 3.4±0.0c 3.3±0.1c 5.3±0.4b 9.0±0.2a

All results are expressed as mean±standard deviation for four independent experiments.
1) Yield (%) was calculated against the raw materials (BM and RW).
2) The difference in the superscript letter of the content value means a significant difference at p<0.05.

Table 2. Yield and chemical component of solvent extract
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mg AEAC/g) > RW-HW(12.1 mg AEAC/g) 순으로 확인되었

다. 두 시료 모두 라디칼 소거활성에서 열수추출물보다는 주

정추출물이 우수한 것으로 나타났으며, ABTS에서는 RW-E
가 BM-E보다 유의적으로 높게 나타났으나 DPPH에서는 반

대의 경향으로 확인되었다(Fig. 1). 한편, 열수추출물로부터 

분획한 조다당획분의 경우에는 열수추출물보다도 ABTS와 

DPPH 라디칼 소거활성 모두 현저히 감소되는 것으로 나타

났는데(Fig. 1), 다당 및 단백다당 등 고분자 물질이 주로 포

함된 조다당획분은 항산화 활성에 크게 관여하지 않는 것으

로 사료될 수 있었다. 일반적으로 식물에 존재하는 많은 항

산화 성분 중 폴리페놀과 플라보노이드 화합물은 여러 가지 

생약에 널리 분포하여 천연 항산화제로 작용하고 있는 것으

로 알려져 있기 때문에, 추후 생약복합물에 존재하는 주요한 

폴리페놀 및 플라보노이드 성분을 분석함으로써 항산화 활

성과의 상관관계를 연구하는 것이 필요할 것으로 사료된다.

3. 생약복합물의 항염증 활성
염증반응은 면역반응 초기에 유도되는 화학주화성 관련 

필수적인 반응이나 면역반응의 완료에 따라 조절 및 종결되

지 않으면 퇴행성 질환이나 만성염증에 따라 암을 유발하는 

등 다양한 질환과 연관되어 있어(Alazawi 등 2016), 과도한 

염증반응의 조절은 생체보호를 위해 대단히 중요한 것으로 

알려져 있다(Cao 등 2015). 이를 위해 RAW 264.7 대식세포주

에 endotoxin인 LPS로 염증을 촉진한 후 염증을 촉진하는 

nitric oxide(NO)와 함께 염증 관련 사이토카인인 IL-1β, IL-6 
및 TNF-α 등의 생산이 급증하는 LPS-유도 RAW 264.7 세포

주 염증모델을 이용하는 것이 가장 일반적이다. 따라서 본 

실험에서도 RAW 264.7 대식세포주에 LPS로 처리하여 염증

을 유발한 세포주에 10~500 μg/mL 농도범위의 생약복합물을 

첨가하여 배양한 후 항염증 활성을 측정하였다. 한편, 이러

한 측정방법에 따른 항염증 활성은 LPS-자극 세포주의 염증

인자 생산 억제를 측정하는 실험이기 때문에 시료가 RAW 
264.7 세포주에 세포독성을 나타내면 염증 관련 인자들의 생

산능 감소가 유발되어 활성이 나타나는 것으로 잘못 판단될 

수 있기 때문에 이러한 오차를 확인하기 위하여 RAW 264.7 
세포주에 대한 시료의 독성여부를 먼저 평가하였다. Fig. 2A
에 나타낸 바와 같이, 10~500 μg/mL의 농도범위에서 LPS 대
조군에 비해 낮은 생존율을 보이는 시료는 확인되지 않았는

데, 이는 주정추출물, 열수추출물 및 조다당획분 모두 측정

한 농도범위에서 세포독성이 없다는 것으로 판단되었으며, 
이후 염증성 사이토카인인 IL-1β, IL-6 및 TNF-α와 NO에 대

한 억제활성은 10~500 μg/mL의 농도범위에서 진행하기로 하

였다. IL-1β 억제활성 평가 결과, 열수추출물인 BM-HW 및 

RW-HW에서는 LPS 대조군 대비 유의적인 억제활성을 보이

지 않았으나, 주정추출물인 BM-E 및 RW-E에서 농도-의존적

인 억제활성이 확인되었다(Fig. 2B). 특히, BM-E와 RW-E는 

500 μg/mL 농도에서 각각 70.8% 및 52.7%의 통계학적으로 

유의한 억제활성을 보였다. IL-6 억제활성 평가 결과, 주정추

출물인 BM-E 및 RW-E에서는 농도-의존적인 억제활성이 나

타났는데(Fig. 2C), 500 μg/mL의 고농도에서 각각 75.0% 및 

48.5%의 억제활성으로 확인되었다. 그러나 열수추출물에서

는 LPS 대조군 대비 유의한 억제활성이 나타나지 않았다. 
TNF-α 억제활성의 경우, IL-1β 및 IL-6 결과와 마찬가지로 열

수추출물을 제외한 주정추출물(BM-E 및 RW-E)에서 농도-의
존적인 억제활성이 확인되었는데, 500 μg/mL의 농도에서는 

각각 67.4% 및 45.7%의 억제활성으로 확인되었다(Fig. 2D). 
마지막으로, NO 억제활성 결과에서는 BM-E를 제외한 나머

지 시료들에서는 LPS 대조군 대비 유의적인 억제활성이 확

인되지 않았다. BM-E 처리군에서는 농도-의존적인 NO 억제

활성이 확인되었으며, 특히 500 μg/mL의 농도에서 26.3%의 

억제활성으로 나타났다(Fig. 2E). 종합해 보면, BM과 RW의 

열수추출물은 10~500 μg/mL 농도범위에서 항염증 활성이 거

의 나타나지 않는 것으로 확인되었으나, 주정추출물에서는 

농도-의존적인 억제활성이 확인되었으며, 특히 BM-E가 RW- 
E에 비해 더 우수한 항염증 활성을 가지는 것으로 판단되었

다. 한편, 열수추출물로부터 분획된 조다당획분인 BM-CP 및 

RW-CP의 경우 동일농도범위에서 유의적인 항염증 활성을 

나타내지 않았다(data not shown). Lee 등(2011)의 단일 생약

제와 생약복합제로부터 조제한 주정추출물의 항염증 활성비

교에서는 단일보다 생약복합제의 활성이 증진되었음이 알려

져 있으며 또한 감국과 황금의 추출복합물 처리가 감국 또는 

황금 단일 추출물 처리에 비해 세포독성은 감소시키면서 기

Fig. 1. Anti-oxidative activity on radical scavenging assay. 
The difference between lower (ABTS) and upper (DPPH) 
case letters on the bar means that there is a significant 
difference (p<0.05) among tested groups.
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관지 염증 억제활성을 증진시킬 수 있다고 보고되었다(Suh 
등 2020). 결론적으로, 생약복합물인 BM과 RW의 주정추출

물은 항염증 소재로서의 활용 가능성을 추측해 볼 수 있었으

며, BM이 RW보다 우수한 효과를 나타낼 수 있을 것으로 사

료되었다. 

4. 생약복합물의 면역증진 활성
최근 코로나-19 감염사태로 인하여 신체 면역활성이 바이

(A) (B)

(C) (D)

(E)

Fig. 2. Anti-inflammatory activity of ethanol and hot-water extracts in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. (A) RAW 264.7 
cell viability and inhibitory activity of (B) IL-1β, (C) IL-6, (D) TNF-α, and (E) nitric oxide were estimated by WST and 
ELISA methods. NC means negative control treated with only saline. LPS means inflammation-induced control treated with 
only LPS (1 μg/mL). Different asterisks on the column indicated significant difference between LPS and each sample by 
Student’s t-test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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러스 등으로부터의 생체보호를 위해 매우 중요하게 다루어

지고 있다(Jackman 등 2017). 특히 선천면역계의 대식세포는 

미생물이나 바이러스 등의 식세포 작용과 항원-항체복합체

의 제거뿐만 아니라 및 후천면역계 조절에 관여하는 중요한 

세포로 알려져 있다. 본 연구에서는 BALB/c 마우스에서 유

래한 복강 대식세포에 BM과 RW의 열수 및 주정추출물을 처

리하고 면역활성 사이토카인 생성능을 평가하였다. 먼저 열

수 및 주정추출물 4종은 10과 100 μg/mL의 농도로 세포에 처

리되었는데, 결과적으로 100 μg/mL 농도의 RW-HW 처리가 

saline 대조군과 비교하여 유의적으로 증가된 TNF-α 생성능

을 보인 것을 제외하고(Fig. 3C), 4종의 용매추출물은 모두 

IL-6 및 IL-12 생성 증진활성을 나타내지 않았다(Fig. 3A, Fig. 
3B). 결과적으로, 주정추출물인 BM-E 및 RW-E에서는 어떠

한 면역활성 사이토카인 생성도 확인되지 않았기 때문에, 이
후 마우스 유래 복강 대식세포를 이용한 면역활성의 재평가

에서는 일반적으로 면역활성이 우수하다고 보고된 조다당획

분을 분획하여 평가하기로 하였다. 이를 위해 BM-HW와 

RW-HW로부터 에탄올 침전법을 통해 조다당획분(crude polysac-
charide, CP)을 분획하였다. BM-HW 및 RW-HW로부터 분획

된 조다당획분인 BM-CP(수율 3.3%)와 RW-CP(수율 4.2%)는 
용매추출물에서와 마찬가지로 RW-CP가 BM-CP보다 더 우

수한 수율을 보였다(Table 3). 조다당획분의 면역활성은 Fig. 3
의 결과를 참고하여 측정 농도범위를 10~1,000 μg/mL로 확장하

였으며, 양성대조군으로 시판 면역증가제로 사용되는 polysac-
charide-K(PSK)를 사용하여 시료의 면역활성과 비교하였다

(Tzianabos O 2000). 먼저, 활성화된 대식세포로부터 분비되

어 획득면역계의 중요한 세포인 B 세포의 증식과 항체생산

에 기여하는 것으로 알려진 IL-6 생산능을 측정한 결과, 양성

대조군인 PSK는 10~1,000 μg/mL 농도범위에서 71.9~1,722.6 
pg/mL의 농도-의존적인 IL-6 생성 활성을 보였으며, 이는 

saline 대조군 대비 4.6~111배 증진된 것으로 확인되었다(Fig. 
4A). BM- HW와 RW-HW는 동일농도범위에서 각각 18.2~ 
163.3 pg/mL (1.2~10.5배 증진) 및 20.3~398.6 pg/mL(1.3~25.7
배 증진)의 IL-6 생성능을 나타내어 PSK와 비교했을 때 유의

적으로 낮은 수준으로 확인되었다(Fig. 4A). 반면 BM-HW로

부터 분획된 조다당획분인 BM-CP에서는 10~1,000 μg/mL 농
도범위에서 43.3~1,759.4 pg/mL(2.8~113.5배 증진)의 IL-6 생
성 활성을 보여 BM-HW에 비해 활성이 월등히 증가된 것으

로 나타났으며, 이는 동일농도범위에서 PSK의 활성과 유사

한 수준으로 판단되었다. RW-HW의 조다당획분인 RW-CP의 

경우, LPS 대조군을 제외한 모든 측정시료들 중에서 가장 우

수한 IL-6 생성 활성(121.2~1,932.0 pg/mL; 7.8~124.6배 증진)
으로 확인되었는데, 특히 10 μg/mL 농도에서는 1,358.0 
pg/mL의 생성능(87.6배 증진)을 보여 동일농도의 PSK(736.8 

(A)

(B)

(C)

Fig. 3. Effect of ethanol and hot-water extracts on the 
production of IL-6 (A), IL-12 (B), and TNF-α (C) in murine 
peritoneal macrophages. Saline and LPS (1 μg/mL) were 
used as negative and positive control, respectively. Different 
asterisks on the column indicate significant difference 
between saline and each group by Student’s t-test. *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001.
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pg/mL; 47.5배 증진)와 비교하여 약 1.8배 높은 활성으로 평

가되었다(Fig. 4A). 다음으로 대식세포 활성화 관련 사이토카

인으로 자연살해세포와 보조 T 세포의 성숙과 분화를 촉진

하는 IL- 12의 생성 활성을 평가한 결과는 Fig. 4B에 나타내

었다. BM- HW와 RW-HW는 10~1,000 μg/mL 농도범위에서 

각각 30.5~ 58.7 pg/mL 및 34.3~119.1 pg/mL의 농도-의존적인 

IL-12 생성 증진활성을 나타냈으며, 이는 saline 대조군에 비

해 각각 1.3~ 2.4배 및 1.4~4.9배 증가된 것으로 확인되었다. 
조다당획분인 BM-CP와 RW-CP에서는 활성이 크게 증가하

여 동일농도범위에서 각각 47.1~551.3 pg/mL(1.9~22.7배 증

진) 및 142.5~ 565.1 pg/mL(5.9~23.2배 증진)을 보였는데, 이는 

양성대조군인 PSK 대조군(4.3~10.9배 증진)에 비해서도 월등

히 높은 활성으로 평가되었다. 마지막으로, 활성화된 대식세

포에서 분비되어 변형세포의 자살(apoptosis)이나 바이러스 

복제의 억제를 유도하는 TNF-α 생성능을 평가한 결과는 Fig. 
4C에 나타내었다. 시료 대조군으로 사용된 PSK는 10~1,000 
μg/mL의 농도범위에서 255.4~1,023.1 pg/mL의 TNF-α 생성능

을 보여 saline 대조군 대비 19.1~76.4배의 증진으로 평가되었

다. BM- HW와 RW-HW에서는 10~1,000 μg/mL 농도범위에

서 각각 40.1~436.6 pg/mL(3.0~32.6배 증진) 및 42.7~624.5 
pg/mL (3.2~46.6배 증진)의 농도-의존적인 TNF-α 생성 증진

활성을 보였으나, PSK 대조군에 비해 상대적으로 낮은 수준

으로 평가되었다. 하지만 이들로부터 분획된 조다당획분인 

BM-CP 및 RW-CP에서는 활성이 크게 증가하여 71.9~880.0 
pg/mL (5.4~65.7배 증진)과 217.4~720.5 pg/mL(16.2~53.8배 증

BM-CP RW-CP

Yield1) 3.3 4.2

Component sugar (mol%)

Arabinose 16.1 5.0

Xylose 6.3 0.2

Fucose 0.1 0.1

Rhamnose 1.3 0.9

Mannose 0.3 0.2

Glucose 33.9 59.2

Galactose 7.1 4.5

Glucuronic acid 0.5 0.4

Galacturonic acid 34.5 29.5

After crude polysaccharide was prepared into PMP-sugar derivative, 
the component sugar was calculated as a mole % by comparison 
with the peak of the standards.
1) Yield (%w/w) was calculated against the raw materials (BM and RW).

Table 3. Component sugar of crude polysaccharide on 
HPLC analysis 

(A)

(B)

(C)

Fig. 4. Effect of ethanol and hot-water extracts on the 
production of IL-6 (A), IL-12 (B), and TNF-α (C) in murine 
peritoneal macrophage. Saline was used as negative control, 
whereas PSK (polysaccharide K) and LPS (1 μg/mL) were 
used as positive control, respectively. Different asterisks on 
the column indicated significant difference between saline 
and each sample by Student’s t-test. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001.
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진)의 TNF-α 생성 증가를 보여주었으며, 이는 PSK 대조군과 

비교하여 유사한 수준의 활성으로 사료될 수 있었다.
2종의 생약복합물인 BM과 RW로부터 조제된 용매추출물 

4종과 조다당 획분 2종의 면역활성을 검토한 결과를 종합해

보면, 주정 및 열수추출물에서는 상대적으로 낮은 활성을 나

타낸 반면, 조다당 획분에서 우수한 활성을 나타냈으며, 특
히 RW-CP가 BM-CP보다 전반적으로 더 우수한 대식세포 자

극활성을 나타낼 뿐만 아니라 시판 면역증강제로 사용되는 

PSK보다도 높은 활성을 나타내기도 하였다. 따라서 생약복

합물의 다당 또는 단백다당류 등의 고분자 물질에 의한 대식

세포 자극활성은 면역계의 활성화에 관여하는 다양한 사이

토카인 분비를 유도하여 생체의 면역반응과 면역조절 작용

에 기여할 수 있음을 보여줌으로써 면역활성 기능성소재로

서의 높은 활용 가능성을 기대해 볼 수 있다고 사료된다.

5. 면역활성 조다당획분의 구성당 분석
열수추출물의 주정 침전에 의해 분획되는 조다당획분에

는 일반적으로 단백다당이나 다당류로 구성되어진 고분자 

획분을 포함한다고 알려져 있기 때문에(Kim 등 2010), PMP-
유도체화법을 통해 C18 칼럼이 장착된 HPLC-UVD를 이용하

여 구성당을 분석하였다(Table 3). BM-CP에 포함되어 있는 주

요 구성당으로는 galacturonic acid(GalA; 34.5%), glucose(Glc; 
33.9%) 및 arabinose(Ara; 16.1%)가 확인되었으며, galactose(Gal; 
7.1%) 및 xylose(Xyl; 6.3%)가 10% 미만으로 존재하는 것으로 

나타났다. 하지만 rhamnose(Rha), glucuronic acid(GlcA), mannose 
(Man) 및 fucose(Fuc)는 상대적으로 미량 포함되어 있었다. 
RW-CP의 주요 구성당은 Glc와 GalA로 BM-CP와 유사하였

으나, GalA는 다소 낮았으며 Glc는 현저히 높게 확인되었으

며, Ara와 Xyl가 현저히 낮은 함량을 보여 RW-CP와 BM-CP
는 서로 다른 다당류를 함유하고 있음을 확인할 수 있었다

(Table 3). 즉, RW-CP에는 Glc와 GalA가 각각 59.2%와 29.5%
로 가장 많은 함량을 차지하고 있었으며, Ara와 Gal은 5.0% 
및 4.5%로 확인되었다. Rha, GlcA, Xyl, Man 및 Fuc는 1% 미
만을 함유하는 것으로 나타났다. 구성당 결과를 종합해 봤을 

때, 두 종류의 조다당획분에서 모두 높은 함량을 함유하고 

있는 GlaA와 Glc는 일반적으로 식물 세포벽을 구성하는 성

분으로 pectin의 구성성분으로 주쇄를 구성하는 homogalac-
turonan과 glucan의 일종인 β-glucan의 존재를 추측해 볼 수 

있었으며(Burton 등 2010), Gal, Ara 및 Xyl의 존재를 통해 

pectin 또는 hemicellulose의 구성성분으로 heterogalactan, hetero-
arabinan 및 heteroxylan의 존재를 짐작해 볼 수 있었다(Kim 
등 2016). 추후 다양한 chromatographic separation을 통한 조다

당획분의 분획과 methylation analysis, mass chromatography 등
의 추가적인 구조분석을 통해 BM-CP 및 RW-CP에 존재하는 

다당의 정확한 구조규명이 필요할 것으로 사료된다(Kim 등 

2017). 

요약 및 결론

생약복합물을 기능성 식품 원료로 활용하기 위해 2종류의 

생약복합물(BM 및 RW)을 조제하고 항산화, 항염증 및 면역

증진 활성을 평가하였다. 2종의 생약복합물은 각각 주정추출

물(BM-E 및 RW-E)과 열수추출물(BM-HW 및 RW-HW)로 조

제되었다. 모든 추출물들은 50% 이상의 중성당을 함유하고 

있었고, 총 폴리페놀 함량은 플라보노이드보다 높았다. 산성

당과 단백질의 함량은 모든 추출물들에서 매우 낮은 함량을 

나타냈으며, 에탄올 추출물의 라디칼 소거활성은 열수추출

물보다 유의적으로 높았다. LPS로 자극된 RAW 264.7 세포

에서 추출물들의 항염증 활성은 독성이 없는 10~500 μg/ mL
의 농도범위에서 평가되었다. 열수추출물에 비해 주정추출

물은 유의적으로 높은 TNF-α, IL-1β, IL-6 및 산화질소 억제

활성을 보였는데, 특히 BM-E가 모든 추출물들 중에 가장 우

수한 효과를 나타내었다. 마우스 유래 복강 대식세포를 이용

한 면역활성 평가에서는 열수추출물로부터 분획된 조다당획

분(BM-CP 및 RW-CP)이 BM-HW와 RW-HW 또는 양성대조

군으로 사용된 polysaccharide K (PSK)에 비해 유의적으로 증

가된 활성을 보였으며, 특히, RW-CP가 BM-CP보다 우수한 

활성으로 확인되었다. 구성당 분석 결과 BM-CP는 galactu-
ronic acid, glucose, arabinose 및 galactose(각각 34.5%, 33.9%, 
16.1% 및 7.1%)를 주로 포함하는 것으로 나타난 반면, RW- 
CP는 galacturonic acid, glucose, arabinose 및 galactose(각각 

29.5%, 59.2%, 5.0% 및 4.5%)를 함유하여 다른 조성으로 확인

되었다. 결론적으로, 본 연구의 2종 생약복합물은 추출방법 

및 분획방법에 따라 다양한 생리활성을 나타낼 수 있음을 확

인하였다.
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