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국내외 홍차 추출물의 항산화 효과 및 Nitric Oxide 생성 저해 효과
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Abstract This study investigated the antioxidant and nitric oxide (NO) inhibition effects of three domestic and seven
foreign fermented black tea 70% ethanol extracts. Bosung showed the highest total polyphenol and tannin contents. Jeju
showed the highest total flavonoid contents. The theanine content was higher in Hadong (651.50 mg%) than in foreign
fermented black tea. At 25 μg/mL, the domestic fermented black tea extract showed the highest DPPH and ABTS racial-
scavenging activities, reducing power assays. Domestic fermented black tea showed higher NO inhibitor activity than
foreign black tea at 50 µg/mL. Bosung black tea extract showed an increase in SOD-1 level (1.39-fold) compared to the
LPS-only group. Bosung and Jeju decreased the GST protein by 1.52- and 1.46-folds, respectively, compared to the LPS-
only group. Thus our results suggest that domestic fermented black tea (Bosung, Jeju, and Hadong) are effective
antioxidants in RAW 264.7 cells.
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서 론

생체 내에서 발생하는 활성산소(reactive oxygen species)와 활

성질소종(reactive nitrogen species)은 함께 작용하여 세포의 손상

을 야기한다고 알려져 있다(Jeon 등, 2012). 활성산소는 세포 손

상을 초래하거나 염증반응을 유도하여 심장병, 관절염, 파킨슨병

등과 같은 여러 질환의 원인이 되며, DNA 손상에 따른 발암 과

정에 관련성이 존재한다고 보고되어 있다(Valko 등, 2007). 또한,

활성질소종에 존재하는 과산화 질산염(ONOO-)의 전구체인 nitric

oxide (NO)의 생성을 통해 조직손상이 유발된다(Ronzio, 2020).

생체 내에서 생성되는 free radical을 효율적으로 제거 가능한 항

산화 효소계는 superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione

peroxidase (GPX), glutathione-s-transferase (GST)등이 존재한다

(Kim 등, 1997). 그중에서 SOD는 유리기가 생성되는 전구물질들

의 불활성화를 이용하여 유리기를 억제 및 소거하여 분자상 산

소를 통한 유리기 연쇄 반응을 차단하는 역할을 한다고 보고되

었다(Ryu 등, 2001). GST는 중금속 독성 발현에 영향을 주어 환

원된 독성물질들이 glutathione과 결합하여 세포 내 돌연변이원이

독소와 발암물질을 제거하는 역할을 한다(Kang 등, 2001). 최근

에 천연물 소재를 이용한 항산화 관련 연구들이 다양하게 진행

되고 있는 실정이다.

차는 차나무(Camellia sinensis L.)의 잎과 순을 제다한 것으로

발효 정도에 따라서 녹차(비발효), 백차(10% 미만 발효), 우롱차

와 청차(15-60% 발효), 황차(70% 발효)와 홍차(85% 발효)로 분

류될 수 있다(Kim 등, 2014). 비발효차인 녹차는 찻잎을 가열하

여 효소의 활성을 정지시켜 제조한다. 반발효차는 수확한 찻잎을

위조조작을 통해 약 발효 후 효소 활성을 정지시키는 반면, 완전

발효차인 홍차는 위조 및 발효 공정을 통해서 효소 반응을 시켜

활성을 정지시킨다(Cho 등, 2007b). 찻잎은 폴리페놀 성분인 카

테킨, 플라보노이드 등이 비교적 많이 함유되어 있으며, 테아닌,

γ-aminobutyric acid (GABA), 비타민, 사포닌 및 미량무기질 등의

성분을 함유하고 있다(Kang, 2011). 이러한 차 성분들은 항산화

효과(Kang, 2011), 항비만 효과(Jeon 등, 2005), 항균효과(Yeo 등,

1995), LDL cholesterol 억제 효과(Koh, 2000), 노화 억제 효과

(Kim 등, 2011) 등의 효능을 가지고 있다고 보고되었다. 현재 세

계 차 산업은 산화효소 발효차인 홍차가 주도하고 있으나 국내

산 홍차가 외국산 홍차에 비해 품질 경쟁이 낮아 우리나라의 차

시장은 수입에 의존하고 있는 추세이다(Shim 등, 2018). 이에 국
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내산 홍차와 외국산 홍차의 항산화 및 항염증 효과를 비교 분석

한 연구는 미비한 상태이다.

따라서 본 연구에서는 국내산 홍차 3종과 외국산 홍차 7종을

70% 에탄올 추출물로 제조하여 항산화 성분 및 활성을 비교하

여 측정하였다. 대식세포인 RAW 264.7 세포 내에서의 면역증진

효과와 LPS를 첨가하여 염증반응을 유도한 후에 NO 생성 저해

능과 항산화 관련 단백질 발현 역시 비교 분석하였다. 이를 통해

서 국내산 홍차 추출물이 항산화 능력을 가진 기능성 식품소재

로서의 개발 가능성을 제시하고자 한다.

재료 및 방법

추출물 제조

본 실험에서의 국내산 홍차는 하동녹차연구소(Hadong, Korea)

를 통해 받았고 외국산 홍차는 ㈜에스앤피(Gyeonggi-do, Korea)

회사에서 받아서 분석하였다. 사용된 추출물은 홍차 잎의 건조

시료를 70% 에탄올에 1:5 비율로 혼합하여 실온에서 24시간 진

탕한 후 여과지(Whatman No. 2, What-man plc., Kent, UK)를

이용하여 여과하였다. 여과한 추출물은 회전진공농축기(R-114,

Buchi Co., Flawil, Switzerland)를 사용하여 농축시킨 후 원심 진

공 농축기(BioTron Inc., Gyeonggi-do, Korea)로 남은 용매를 건조

하고 냉동고(−70oC)에 시료를 보관하여 사용하였다.

세포배양

RAW 264.7 세포주를 한국세포주은행(KCLB, Korea Cell Line

Bank, Seoul, Korea)으로부터 분양받아 100 U/mL penicillin과

100 mg/mL streptomycin(Welgene, Daegu, Korea)과 10%의 fetal

bovine serum (HyClone, Logan, UT, USA)이 함유된 DMEM 배

지(Welgene)를 사용하여 37oC, 5% CO2 항온기에서 배양하였다.

총 폴리페놀, 총 플라보노이드, 총 탄닌 함량 측정

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis (Singleton과 Rossi, 1965)의 방

법을 이용하여 측정하였다. 1 mg/mL로 희석한 시료 100 μL에 물

2 mL와 2N Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich Co., St.

Louis, MO, USA) 200 μL에 첨가한 뒤에 상온에서 3분간 반응시

켰다. 반응 후에 20% Na2CO3 (Daejung Chemicals & Metals

Co., Ltd., Siheung, Korea) 2 mL를 첨가 후 1시간 동안 방치시킨

후 ELISA reader (UVM 340, Biochrom Ltd., Cambridge, UK)

를 사용하여 765 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 gallic

acid (Sigma-Aldrich Co.)를 사용하여 총 폴리페놀 함량을 구하였

고 추출물 1 g 당 mg gallic acid equivalent (GAE, dry basis)로

함량을 산출하였다.

총 플라보노이드 함량은 Zhishen 등(1999)의 방법을 이용하여

측정하였다. 1 mg/mL로 희석한 시료 100 μL에 5% NaNO2

(Daejung Chemicals & Metals Co.) 용액 30 μL과 증류수 400

μL을 넣은 후 상온에서 5분간 반응시켰다. 이후 30 μL의 10%

AlCl3 · 6H2O (Daejung Chemicals & Metals Co.) 용액을 첨가하

고 상온에서 6분간 반응 후, 1 M NaOH (Daejung Chemicals &

Metals Co.) 200 μL과 증류수 240 μL을 첨가하여 11분 동안 발색

후 510 nm에서 측정하였다. 총 플라보노이드 함량은 (+)-catechin

hydrate (Sigma-Aldrich Co.)를 이용하여 표준 곡선을 산출하였고

추출물 1 g당 mg (+)-catechin hydrate equivalent (CE, dry basis)

로 나타내었다.

총 탄닌 함량은 Duval 등(1999)의 방법을 이용하여 측정하였다.

1 mg/mL로 희석한 시료 1 mL와 95% ethanol 1 mL에 증류수

1 mL을 혼합한 후 5% Na2CO3 (Daejung Chemicals & Metals

Co.) 용액 1 mL와 1N Folin-ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich

Co.) 0.5 mL를 첨가한 후에 60분간 상온에서 발색시켰다. 발색 후

725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 Tannic acid

(Sigma-Aldrich Co.)를 사용하여 총 탄닌 함량을 구하였으며, 결

과는 추출물 1 g당 mg tannic acid equivalent (TAE, dry basis)로

나타내었다.

테아닌 함량 분석

테아닌 함량은 시료 0.1 g에 증류수 10 mL을 가한 다음 3시간

동안 진탕시켜 10% 5-sulfosalicylic acid dihydrate (Sigma-Aldrich

Co.) 1 mL을 첨가해 12시간 동안 5oC에 방치시켜 단백질을 침전

및 제거하고, 400 rpm에서 15분간 원심분리한 후 상등액을 취하

여 감압농축기(rotary evaporator, EYELAN-1100V-W, Tokyo,

Japan)로 농축하였다. 다음으로 0.2 M, pH 2.2 lithium citrate

loading buffer 5 mL을 가하여 희석한 후 0.45 μm membrane filter

로 여과한 여액을 아미노산 분석기(Skyam S7130, Amino acid

reagent organize, Darmstadt, Germany)를 이용하여 UV/VIS

detector 400 nm (1.0 AU)에서 RT (retention time)는 40.2분에서

동정 된 값으로 분석하였다(Shim 등, 2019).

DPPH 라디칼 소거능 측정

DPPH 라디칼 소거능은 Blois(1958)의 연구 방법을 변형하여 측

정하였다. 5, 10, 25 µg/mL로 희석한 홍차 추출물 200 μL을 0.2

mM 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma-Aldrich Co.)을

가하여 200 μL 1:1로 혼합 후 암소에서 30분간 반응하여 ELISA

reader (Biochrome Ltd.)로 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 결과

값을 추출물 첨가군과 무첨가군을 비교하여 농도에 따른 DPPH

의 라디칼 소거능을 백분율(%)로 나타내었다.

ABTS 라디칼 소거능 측정

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) 라디

칼 소거능은 Re 등(1999)의 방법을 변형하여 사용하였다. 7 mM

ABTS (Sigma-Aldrich Co.) 용액 5 mL에 2.45 mM potassium

persulfate (Hayashi Pure Chemical Ind. Ltd., Osaka, Japan)

5 mL를 혼합하여 암소에서 약 24시간 반응시켰다. 이 ABTS

solution을 734 nm에서 흡광도가 0.70±0.02가 되도록 phosphate

buffer saline (pH 7.4)으로 희석하여 사용하였다. 희석된 ABTS

solution 800 μL을 70% 홍차 에탄올 추출물 5, 10, 25 µg/mL 농

도로 희석한 시료를 200 μL 혼합하여 암소에서 6분간 반응 후

734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 라디칼의 소거 활성을 추출물

첨가 군과 대조군인 L-ascorbic acid (Sigma-Aldrich Co.)를 비교

하여 백분율(%)로 나타내었다.

환원력 측정

홍차 추출물의 환원력은 Oyaizu(1986)의 방법을 변형하여 측정

하였다. 5, 10, 25 µg/mL 농도로 제조된 시료에 0.2 M sodium

phosphate buffer (pH 6.8)와 1% potassium ferricyanide

(Chameleon Analytical Reagent, Osaka, Japan)를 혼합한 후 50oC

에서 20분 동안 반응시켰다. 여기에 10% trichloroacetic acid

(Sigma-Aldrich Co.)를 가하여 원심분리 후 상층액 500 μL에 증류

수 600 μL과 0.1% ferric chloride (Sigma-Aldrich Co.) 용액 100

μL을 반응시킨 후에 700 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료의

환원력은 흡광도 값으로 표기하였다.
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RAW 264.7 세포의 세포독성 평가

RAW 264.7 세포의 세포독성 평가는 Mosmann(1983)의 방법을

이용하여 측정하였다. RAW 264.7 세포 1×105 cells/well로 200

μL씩 96 well plate에 분주 후 37oC의 5% CO2 incubator에서 24

시간 동안 배양하였다. 50, 100, 200 μg/mL 농도로 시료를 처리

하고 24시간 동안 배양 후 각 well에 5 mg/mL의 3-(4,5-dimethyl-

2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, MTT (Promega,

Madison, WI, USA) 을 첨가하고 4시간 동안 배양하였다. 그 후

상등액을 제거하고 생성된 formazan 결정을 dimethyl sulfoxide

(Biosesang, Sungnam, Korea)로 녹인 후에 ELISA reader

(Biochrome Ltd.)를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

세포독성 평가는 시료의 흡광도를 대조군의 흡광도에 대한 백분

율(%)로 나타내었다.

Nitric Oxide (NO) 생성 저해능

NO 생성 저해능은 Griess 원리를 기반으로 만들어진 NO Plus

Detection kit (21023, iNtRON Biotechnology, Seongnam, Korea)

를 이용하여 측정하였다. RAW 264.7 cell을 1×105 cells/well로

200 μL씩 96 well plate에 분주 후 37oC의 5% CO2 incubator에서

24시간 동안 배양하였고 l μg/mL LPS가 포함된 배지로 교환 후,

시료를 농도별로 각각 첨가하여 24시간 동안 배양하였다. 시료를

농도별로 첨가한 세포의 배양 상등액 100 μL을 새로운 96 well

plate에 옮겼다. 상등액에 50 μL의 N1 buffer (Sulfanilamide in the

reaction buffer, iNtRon Biotechnology, Seongnam, Korea)를 첨가

후 10분간 상온에서 반응 후 N2 buffer (Naphthylethylenediamine

in the stabilizer buffer, iNtRon biotechnology)를 50 μL 넣고 10

분간 상온에서 반응시켰다. ELISA reader (Biochrome Ltd.)를 사

용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. Nitric Oxide 생성 저해

능은 시료의 흡광도를 대조군의 흡광도에 대한 백분율(%)로 나

타내었다.

Western Blotting Analysis

RAW 264.7 cell을 1×105 cells/well로 100 mm cell culture dish

에 분주 후 37oC의 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하고

l μg/mL LPS가 포함된 배지로 교환하였으며 50 μg/mL 농도의 시

료를 첨가하여 24시간 동안 처리 후 세포에서 단백질을 추출하

였다. 세포에 RIPA lysis buffer 함유된 protease inhibitors (Roche,

Mannheim, Germany)를 첨가 후 원심분리기에서 4oC, 10,000×g,

30분간 진행하였고. Bio-Rad protein kit (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA)로 총 단백질 함량을 정량하였다. 정량한 단백질 상층액을

10% SDS-PAGE (Bio-Rad)하여 분리하고 power supply electro-

phoresis (Bio-Rad)를 이용하여 Immobilon-P transfer membrane

(EMD Millipore Co., Bedford, MA, USA)에 옮긴 후 5% bovine

serum albumin (Sigma-Aldrich Co.)에서 고정작업을 진행하였다. 1

차 항체는 β-actin, GST(Cell Signaling Technology, Beverly, MA,

USA), SOD-1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,

USA)을 사용하였다. 2차 항체로는 goat anti rabbit immuno-

globulin G (H+L) horseradish peroxidase-conjugated secondary

antibody (Zymax, San Francisco, CA, USA)로 사용하였다. 단백질

분석은 C DiGit Blot Scanner (Li-COR, Lincoln, NE, USA)와

Image J (NIH, Rockville, MD, USA)를 사용하여 진행되었다. 모

든 데이터는 β-actin을 기준으로 계산되었다.

통계분석

본 연구의 모든 분석은 3회 반복하여 평균±표준편차(mean±SD)

로 제시하였다. 실험값에 대한 통계분석은 SPSS 18.0 (SPSS Ins.,

Chicago, IL, USA) 프로그램을 이용하여 분산분석(ANOVA)법을

실행하였고 실험군 간의 유의성은 Duncan’s multiple range test로

p<0.05 수준에서 유의적 차이를 검증하였다.

결과 및 고찰

총 폴리페놀, 총 플라보노이드와 총 탄닌 및 테아닌 함량

플라보노이드류, 페놀산류 및 식물성 에스트로젠류를 포함하는

총 페놀 화합물은 수소 공여로 라디칼 반응과 공명 구조를 통해

안정화되면서 산화를 방지하여 항산화 활성 및 항노화 등과 같

은 생리효과를 나타내는 것으로 보고되었다(Limón-Pacheco와

Gonsebatt, 2009). 본 연구에서는 국내산 3종과 외국산 7종을 이

용하여 총 폴리페놀, 플라보노이드와 탄닌 함량을 측정하였고, 이

는 Table 1에 나타내었다. 70% 홍차 에탄올 추출물의 국내산 홍

차의 총 폴리페놀 함량은 보성과 제주도, 하동 홍차에서 각각

330.13, 258.59, 206.03 mg GAE/g 순으로 낮아지는 것으로 나타

났다. 국내산보다 외국산 홍차인 스리랑카 누와라엘리야와 인도

아쌈 망갈라는 각각 477.31, 466.54 mg GAE/g로 홍차 추출물 중

가장 높은 함량을 보였고 두 시료 간의 유의적 차이는 존재하지

않았다. Jeong 등(2009)의 스리랑카 홍차추출물은 72.03 mg/g로 나

타났고 Kim 등(2012)의 중국 운남성 보문 홍차는 106.2 mg/g으로

나타나 외국산 홍차에 비해 본 연구의 국내산 홍차 추출물이 높

게 나타났다. 또한, 본 연구에서의 외국산 홍차는 국내산 홍차에

비해 높은 폴리페놀 함량을 보여주었다. 이는 국내산 홍차가 발

효되는 과정에서 polyphenol oxidase 등의 효소 작용을 통해서 페

놀성 화합물이 변환되거나 축합되어 폴리페놀 함량이 감소된 것

으로 보여진다(Ban 등, 2018; Nakgawa M, 1967).

일반적으로 차에 함유된 플라보노이드는 항산화 활성과 항염

증 및 면역 활성 등의 다양한 역할을 하는 대표적인 성분으로 알

려졌다(Ban 등, 2018). 국내산 홍차인 제주는 590.11 mg CE/g으

로 국내산 홍차 중에서 가장 높은 함량을 보였고 외국산과 비교

시 인도 아쌈 망갈라가 615.67 mg CE/g으로 가장 높은 함량을

나타내었다. 그러나 제주와 인도 아쌈 망갈라는 시료 간의 유의

적 차이가 나타나지 않았다. Kim과 Kim(2019)의 연구에서 에탄

올, 아세톤 등의 유기용매가 수용성 용매보다 비 플라보노이드

유도체가 높게 추출되는 것으로 보고되었다. 열수 추출물인 Ban

등(2018)의 보성 홍차(264.56 mg CE/g)와 Jeong 등(2009)의 스리

랑카 홍차(115.59 mg/100 g)보다 본 연구의 70% 에탄올 추출물의

플라보노이드 함량이 더 높은 것으로 나타났다. 이는 추출 용매

에 의한 차이로 보인다.

탄닌 함량은 국내산 홍차에서 보성(285.65 mg TAE/g) >하동

(215.82 mg TAE/g) >제주도(174.25 mg TAE/g) 순으로 나타났다.

외국산 홍차인 스리랑카 누와라엘리야, 인도 아쌈 망갈라와 스리

랑카 우바의 탄닌 함량이 각각 356.58, 354.60, 347.75 mg TAE/g

으로 높은 함량을 보였고 세 시료 간의 유의적 차이가 없는 것

으로 나타났다. 외국산 홍차가 국내산 홍차보다 높은 탄닌 함량

을 함유하는 것으로 나타났다. 이는 찻잎의 품종과 채취 시기, 찻

잎의 경화도 등 주위 환경의 차이에 의한 것으로 보인다(Yang 등,

2012). Lee 등(2020)의 국내산 녹차인 보향과 참녹 녹차 열수 추

출물의 탄닌 함량은 17.3-18.5 mg/g으로 보고되었다. 이와 비교 시

국내산 홍차 추출물인 보성, 하동과 제주 홍차 추출물은 기존에

보고된 Lee 등(2020)의 연구보다 더 높은 탄닌 함량을 함유하여

본 연구의 녹차가 더 높은 떫은맛을 함유하는 것으로 보인다.

찻잎에 존재하는 theanine, glutamic acid와 arginine 등이 존재



국내외 홍차 추출물의 항산화 활성 457

하는데 그 중 theanine은 찻잎의 60%를 차지하며, theanine의 함

량 및 기타 아미노산 총 함량이 많을수록 맛이 좋아진다고 보고

되었다(Cho 등, 2007a). 찻잎의 주요 기능 성분인 테아닌은 염증

을 억제하고 조직 손상 개선을 통해서 항염증 및 항산화 작용을

한다고 보고되었다(Wang 등, 2018). 본 연구의 테아닌 함량은 국

내외 홍차 추출물 시료 중에서 하동과 보성 홍차가 651.50 mg%

와 556.10 mg%로 외국산 홍차보다 높은 함량을 나타내었다. Shim

등(2019)의 결과에 의하면 하동 비차광 말차에서 470 mg%의 테

아닌 함량을 보였고 Cho 등(2007a)의 연구에 의하면 경남 하동

군 차의 발효 시간을 다르게 진행하였을 때 테아닌 함량이 75.67-

52.29 mg%를 나타내었다. 또한, Lee 등(2020)의 연구에서 채취시

기에 따른 녹차의 테아닌 함량은 149-377 mg%를 보여주었다.

Choi와 Choi(2003)의 결과에 의하면 찻잎의 발효 정도가 증가할

수록 테아닌 함량이 증가되는 것으로 보고되었다. 이 결과를 통

해서 본 연구의 국내산 하동 홍차 추출물의 테아닌 함량이 하동

비차광 말차(Shim 등, 2019), 경남 하동군 차(Cho 등, 2007a)와

채취시기에 따른 녹차(Lee 등, 2020)보다 각각 1.4배, 8.6-12.5배,

4.4-1.7배 증가한 것은 발효과정 차이에 의한 것으로 보여진다.

본 연구에서 총 폴리페놀, 플라보노이드, 탄닌 함량은 국내산

홍차인 보성과 제주에서 높은 함량을 함유하였고 테아닌 함량은

하동 홍차에서 높은 함량을 보여주었다. 이는 차의 품종, 찻잎의

채취 시기, 재배지의 토양 성질과 제다 방법 등의 조건 차이에

의해 찻잎에 함유되어 있는 성분들이 변화된 것으로 보여진다

(Ban 등, 2018; Yang 등, 2012; Choi와 Choi, 2003).

DPPH 라디칼 소거능의 변화

DPPH 라디칼 소거능은 인체의 노화 억제 및 식품의 지방질

산화를 억제하는 것과 관련성이 있는 것으로 보고되었다(Kim

등, 2019). 홍차 추출물의 DPPH 라디칼 소거능을 측정한 결과는

Fig. 1과 같다. DPPH 라디칼 소거능은 모든 시료에서 5-25 µg/mL

의 농도가 증가함에 따라 증가하는 것으로 보였다. 25 µg/mL 농

도에서 제주와 보성이 63.89%와 59.73%로 대조군인 ascorbic acid

와 유의적 차이가 없는 것으로 보아 매우 우수한 것으로 보인다.

또한, 25 µg/mL 농도에서 스리랑카 우바(60.86%)와 베트남 하장

(57.86%)은 유의적으로 DPPH 라디칼 소거능 활성이 감소하는 것

으로 나타났다. 국내산 홍차 추출물은 10 µg/mL의 농도에서 외

국산 홍차 추출물보다 활성이 감소하는 것을 보였다. 하지만 Shim

등(2018)은 제주 홍차 추출물의 DPPH 라디칼 소거능을 측정한

결과, 0.5 mg/mL 농도에서 40.2-43.0%의 활성을 나타냈고 Jeong

등(2010)의 어성초 추출물은 20 µg/mL 농도에서 16.90%의 DPPH

라디칼 소거 활성을 보여 본 연구의 제주와 보성 홍차 추출물의

항산화 활성이 매우 우수함을 알 수 있었다. 따라서 본 연구의

홍차 추출물의 DPPH 라디칼 소거능은 찻잎에 존재하는 폴리페

놀, 플라보노이드, 테아닌 함량과 밀접한 상관관계가 있는 것으

로 보여진다(Ban등, 2018; Wang 등, 2018).

ABTS 라디칼 소거능의 변화

ABTS 라디칼은 물과 유기용매를 통해서 용해될 수 있기 때문

에 친수성 및 친유성 화합물의 산화방지력을 측정하는 데 효과

적이라고 보고되었다(Park 등, 2017). 70% 홍차 에탄올 추출물의

ABTS 라디칼 소거 활성은 Fig. 2에 나타내었다. 홍차 추출물은

5-25 µg/mL의 농도가 증가함으로써 ABTS 라디칼 소거능이 31.55-

75.22%로 증가하였다. 25 µg/mL 농도에서 제주, 하동과 보성 홍

차 추출물에서 각각 74.54, 74.17, 68.82%로 대조군인 ascorbic

acid와 유사하게 높은 ABTS 라디칼 활성을 보였다. 10 µg/mL 농

도에서 제주(71.13%)와 보성 홍차(69.50%)가 대조군인 ascorbic

acid보다 유의적으로 높은 활성을 나타냈다. 국내산과 비교 시 외

국산 홍차인 스리랑카 누와라엘리야와 인도 아쌈 망갈라는 전체

농도에서 우수한 ABTS 라디칼 소거능을 보였다. 이는 차나무 품

종 차이에 의한 것으로 보인다(Shim 등, 2018). Jeong 등(2009)의

연구에 의하면 우전 녹차, 중국산 보이차, 우롱차 및 스리랑카산

홍차 열수 추출물은 250 µg/mL 농도에서 92.09-48.07%의 ABTS

활성이 존재하였고 Shim 등(2018)의 제주 홍차 열수 추출물은

0.25 mg/mL에서 ABTS 라디칼 소거능이 50.4-80.5%의 활성을 보

였고, Rho 등(2015)의 매화 잎 클로로포름 추출물은 200 µg/mL

농도에서 82.78%를 보였다. 따라서 본 실험에서의 국내산 홍차

는 Jeong 등(2009)의 우전 녹차, 중국산 보이차, 우롱차 및 스리

랑카산 홍차와 Shim 등(2018)의 제주 홍차 및 Rho 등(2015)의 매

Table 1. Comparison of total polyphenol, flavonoid, and tannin contents of various extract fraction of black tea

Sample Total phenolic
(mg GAE1)/g)

Total flavonoid
(mg CE2)/g))

Tannin
(mg TAE3)/g)

Theanine
(mg%)National Area

Korea

Hadong 206.03±3.47g4)5) 190.11±1.92d 215.82±16.71e 651.50±7.02a

Jeju 258.59±11.97e 590.11±50.15e 174.25±2.44f 027.43±0.69j

Bosung 330.13±1.18d 264.56±5.09d 285.65±9.24b 556.10±12.15b

China
Keemun 228.85±4.28f 337.89±56.21c 149.86±1.86g 359.53±2.36d

Lapsang Souchong 262.18±5.82e 247.89±3.85d 167.87±1.47f 399.40±3.04c

India
Darjeeling 435.26±8.75c 386.78±10.72c 271.91±1.07c 312.23±3.32e

Assam Mangalam 466.54±13.91ab 615.67±10.00a 354.60±2.24a 239.87±1.89f

Sri Lanka
Uva 462.95±11.57b 509.00±92.44b 347.75±0.30a 209.87±3.67g

Nuwara Eliya 477.31±5.04a 347.59±22.19c 356.58±0.41a 184.70±2.62h

Vietnam Ha Giang 326.03±1.18d 347.59±50.04c 238.46±4.21d 135.17±3.59i

1)Total phenolic content was expressed as mg/g gallic acid equivalent (GAE).
2)Total flavonoid content was expressed as mg/g catechin equivalent (CE).
3)Tannic acid content was expressed as mg/g tannic acid equivalent (TAE).
4)Each value is mean±SD of triplicate determinations (n=3).
5)Means with different letters (a-j) within a column are significantly different at p<0.05.



458 한국식품과학회지 제 53권 제 4호 (2021)

화 잎보다 더 낮은 농도에서 높은 ABTS 소거 활성이 존재하는

것으로 나타났다.

항산화 활성은 폴리페놀 함량 및 플라보노이드의 상관관계가

있다고 알려져 있으므로(Bae 등, 2019) 본 연구에서도 DPPH 라

디칼 소거능가 ABTS 라디칼 소거능이 총 폴리페놀과 관련성이

있는 것으로 보인다.

환원력 측정

Ferric-ferricyanide 혼합물이 수소를 공여하여 유리 라디칼을 안

정화해 ferrous로 전환하는 환원력은 항산화 활성과 직접적인 관

련성이 존재한다고 보고되었다(Lee 등, 2018). 홍차 추출물의 환

원력은 5, 10, 25 µg/mL 농도에서 측정하였다(Fig. 3). 홍차 70%

에탄올 추출물은 농도가 증가함에 따라 환원력이 증가하는 것을

보였다. 25 µg/mL 농도의 홍차 추출물에서는 국내산 보성과 스

리랑카 누와라엘리야 홍차 추출물에서 각각 0.935와 0.945로 가

장 높은 함량을 보였고 두 시료 간의 유의적 차이를 나타내지 않

았다. 25 µg/mL 농도에서 국내산 홍차 추출물의 환원력은 보성

(0.935), 하동(0.645)과 제주(0.464) 순으로 낮아지는 경향을 나타

내었다. Rho 등(2015)의 연구 결과에서 800 µg/mL의 매화 잎 에

틸아세테르 추출물은 0.781의 환원력을 보여주었고, Park 등(2017)

Fig. 1. DPPH radical scavenging activity of various extract fraction of black tea. Values with different superscripts within a column were
significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05). Each value is mean±standard deviations (n=3).

Fig. 2. ABTS radical scavenging activity of various extract fraction of black tea. Values with different superscripts within a column were
significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05). Each value is mean±standard deviations (n=3).
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의 연구에 의하면 1,000 µg/mL 농도의 와송 아세트산에틸 분획

물이 1.77의 환원력을 보였다. 이를 통해서, 본 연구의 국내산 보

성 홍차의 높은 환원력은 높은 폴리페놀 성분에 의한 것으로 보

인다.

RAW 264.7 세포의 세포독성 평가

홍차 추출물을 50-200 µg/mL 농도를 첨가하였을 때 대식세포

에서의 세포독성 평가는 Fig. 4와 같다. 200 µg/mL 농도에서 제

주도(28.75%)를 제외한 모든 추출물에서 높은 세포 생존율을 보

여주었다. 그중 보성 홍차가 98.22%로 가장 높은 세포 보호 효

과를 보였고 대조군과 유의적 차이가 나타나지 않았다. 50-100

µg/mL 농도에서는 모든 홍차 추출물이 대조군인 control과 유사

한 면역 활성을 보였고 국내산 홍차 추출물인 보성 >제주도 >하

동 순으로 높은 세포 보호 효과를 보였다. 본 연구에서 홍차 추

출물은 항산화 성분이 모든 추출물에서 높았던 것으로 보아 50,

100 µg/mL 농도에서 국내산 홍차 추출물은 보성, 제주, 하동 순

으로 대식세포의 세포 보호 효과를 보인 것으로 사료된다. RAW

264.7 세포의 세포독성 평가에서 200 µg/mL 농도의 전나무 잎 에

탄올 추출물은 52.67%를 나타냈다(Choi 등, 2020). 이와 비교했

을 때 본 연구의 국내산 홍차 추출물의 세포 보호 효과 존재하

는 것으로 보인다.

Fig. 3. Reducing power of various extract fraction of black tea. Values with different superscripts within a column were significantly
different by Duncan’s multiple range test (p<0.05). Each value is mean±standard deviations (n=3).

Fig. 4. Cell viability in black tea extracts. Values with different letters above the bars were significantly different at p<0.05 by Duncan’s
multiple range test. Each value is mean±standard deviations (n=3).
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Nitric Oxide (NO) 생성 저해능

L-Arginine을 통해 nitric oxide synthase (NOS)를 생성하는 NO

는 세균, 곰팡이와 종양을 사멸시키는 기능이 존재하지만, 과도

한 NO 생성은 세포 내 염증 유발, 조직 손상, 유전자 변이 등의

원인이 된다(Cho와 Ahn, 2008). RAW 264.7 세포에 1 µg/mL의

LPS를 24시간 처리하여 NO를 유발한 뒤 50-200 µg/mL 홍차 추

출물을 첨가했을 때의 NO 생성 저해능은 Fig. 5에 나타내었다.

LPS에 의해 염증이 유도된 RAW 264.7 세포에서의 NO 생성 저

해능은 LPS 무처리군과 비교했을 때 60% 정도 증가하여 LPS 단

독 처리군에서 염증이 유발된 것을 보여주었다. 50-200 µg/mL 농

도에서 하동, 보성과 인도 다즐링은 농도 의존적으로 NO 생성

저해능이 감소되는 것으로 나타났다. 50 µg/mL 농도에서 국내산

홍차 추출물인 제주도와 하동 홍차는 각각 41.17%와 43.57%로

LPS 무처리군(34.27%)과 유의적으로 차이가 없는 활성을 보여주

었다. 100 µg/mL 농도에서는 모든 국내산 홍차 추출물인 제주,

하동, 보성(36.68-42.42%)과 외국산 홍차 추출물인 중국 기문, 중

국 금준미, 스리랑카 우바(34.01-38.98%)의 NO 생성 저해능은 대

조군인 LPS 무 처리군과 유사한 활성을 나타내었다. 200 µg/mL

에서 보성(31.82%)과 인도 다즐링(41.38%)이 LPS 무처리군과 유

사한 활성이 존재하였다. 이에 국내산 홍차 추출물은 외국산 홍

차에 비해 모든 농도에서 NO 생성 저해능이 존재하는 것으로 보

여진다. Wang 등(2018) 연구에 의하면 찻잎에서 발견되는 비단

백질성 아미노산인 테아닌은 LPS에 의해 생성되는 급성 간 손상,

염증, 면역 불균형 및 산화스트레스를 개선한다고 보고되었다. 따

라서 본 연구의 국내산 홍차 추출물이 외국산 홍차 추출물보다

높은 NO 생성 저해능을 보인 것은 테아닌 성분에 의한 것으로

보인다.

RAW 264.7 세포에서 홍차추출물이 항산화 효소에 미치는 영향

본 연구에서는 홍차 추출물의 항산화 효소의 발현을 확인하기

위해서 LPS (1 µg/mL)로 자극한 대식세포에서 국내산 홍차 3종

과 외국산 홍차 4종 70% 에탄올 추출물을 50 µg/mL 농도로 처

리한 항산화 기전(SOD-1와 GST) 발현을 Fig. 6에 나타내었다. 세

포실험은 80% 이상의 세포 보호 효과와 높은 NO 생성 억제 활

성을 보인 50 μg/mL 농도로 진행하였다. LPS에 의해 염증반응이

유발된 대식세포에서의 SOD-1 단백질 발현은 LPS 무처리군에

비해 1.16배 감소하였다. 홍차 추출물 중에서 보성이 LPS 단독

처리군보다 1.39배 증가하는 경향을 보여 항산화 활성이 가장 우

수하였다. 보성을 제외한 홍차 추출물은 LPS 무처리군보다 낮은

발현을 보였고 그중 인도 다즐링은 LPS 처리군에 비해 1.07배

증가되었다. Superoxide dismutase (SOD)는 과산화수소로의 세포

산화 대사에 의한 과산화물 분해의 핵심 효소로 작용된다(Fridovich,

1978). 이를 통해서 본 연구의 홍차 추출물 중 보성 홍차의 염증

반응이 생성된 대식세포에서의 높은 항산화 효소 발현을 나타난

것으로 보아 찻잎에 존재하는 페놀성 화합물(Yan 등, 2020;

Rahman 등, 2018) 및 테아닌 함량(Wang 등, 2018)이 세포 내에

서의 항산화 효소 발현과 밀접한 상관관계가 있는 것으로 보여진다.

다형성 II 단계 대사 효소인 glutathione S-transferases (GSTs)는

다양한 유독성의 환경 화합물을 제거와 산화스트레스로부터 세

포를 보호하는 기능을 한다고 알려져 있다(Hayes 등, 2005). 본

연구에서의 GST 발현은 LPS 단독 처리군이 LPS 무 처리군에

비해 1.19배 낮은 함량을 보였다. 홍차 추출물 중에서 보성과 제

주가 각각 1.52배, 1.46배로 LPS 단독 처리군보다 GST 발현이

증가하였다. 그중 외국산 홍차인 스리랑카 누와라엘리야와 인도

아쌈 망갈라는 LPS 단독 처리군에 비해 각각 1.64배, 1.59배 감

소된 것을 확인하였다. 본 연구의 결과에서 국내산 홍차는 외국

산 홍차보다 항산화 성분 함량은 낮지만, 항산화 단백질 발현에

서 국내산 홍차인 보성과 제주도에서 높은 항산화 효과를 확인

하였다. 이를 통해서 국내산 홍차가 기능성 식품 소재로서의 개

발 가능성을 보여주었다.

요 약

본 연구에서는 국내산 홍차 3종과 외국산 홍차 7종의 70% 에

탄올 추출물의 항산화 효과와 LPS로 유도된 대식세포에서의 항

염증 보호 효과를 평가하였다. 국내산 홍차인 보성에서 총 폴리

페놀(330.13 mg GAE/g)과 탄닌(285.65 mg TAE/g)의 함량을 보였

고, 총 플라보노이드 함량은 제주(590.11 mg CE/g)가 외국산 홍

Fig. 5. Inhibitory effects of black tea extracts on nitric oxide production in RAW 264.7 macrophages cells. Values with different letters
above the bars were significantly different at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. Each value is mean±standard deviations (n=3).
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차와 유사하게 높은 함량을 보였다. 테아닌 함량은 국내산 홍차

인 하동(651.50 mg%)이 외국산 홍차보다 매우 높은 함량을 나타

냈다. 또한, DPPH 라디칼 소거능 활성과 환원력은 25 µg/mL 농

도에서 보성 홍차에서 높은 활성을 보였다. 25 µg/mL 농도에서

ABTS 라디칼 소거능 활성은 제주(63.89%), 보성(59.73%)과 하동

(52.76%)에서 높은 라디칼 소거능을 나타냈다. 대식세포에서의 세

포보호 효과는 50-100 µg/mL 농도의 모든 홍차 추출물에서 높은

세포 생존율을 보였고 200 µg/mL 농도에서는 보성이 98.22%로

가장 높은 세포 보호 효과를 보여주었다. 세포 내 NO 생성 억

제 활성은 국내산 하동, 제주와 보성 홍차의 모든 농도에서 외국

산보다 높은 NO 생성 저해능을 보였다. LPS에 의해 염증이 유

발된 대식세포에서의 항산화 효과를 확인하여 50 µg/mL의 보성

홍차 추출물에서 SOD-1 발현이 LPS 단독 처리군에 비해 1.39배

증가하였다. 또한, GST발현은 LPS 단독 처리군에 비해 보성과

제주 홍차 추출물에서 각각 1.52배와 1.46배 증가되었다. 본 연

구에서는 국내산 홍차와 외국산 홍차를 비교 평가한 결과 보성

과 제주 홍차 추출물의 항산화 단백질 발현은 폴리페놀이나 플

라보노이드 성분과 밀접하게 관여한 것으로 보이며 하동 홍차의

NO 생성 억제 활성은 높은 테아닌 함량에 의한 것으로 판단된

다. 본 연구에서 국내산 홍차 추출물인 보성, 제주와 하동 홍차

가 항산화 및 항염증 활성이 있는 것으로 보이며 이는 기능성 소

재로서의 개발의 가능성이 있다고 보인다.
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