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인체의 장관은 소화, 흡수, 배설 등의 기본적인 기능과 점

막 장벽 기능 및 대식세포, 수지상세포와 장 상피세포 등이 

장 점막 주변에 다량 분포되어, 면역 글로불린 분비 등의 면

역학적 기능을 수행하여 우리 몸 면역체계의 핵심적인 역할

을 하는 것으로 알려져 있다(Tlaskalova-Hogenova 등 2005; 
Han 등 2008). 그러나 장관은 혐기성 세균 및 내독소 등으로 

인해 장관 벽에 손상이 쉽게 유도되고, 그로 인해 손상된 세

포 간 치밀결합(tight junction)의 기능이 저하되어 장 투과성

이 증가됨으로써(Han 등 2013), 위장 및 전신 염증 장애를 초

래하여 염증성 장 질환(inflammatory bowel disease, IBD), 음
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Abstract

To produce an intestinal immunomodulatory beverage containing Centella asiatica extract (CAE), three types of CAE-added 
beverage prototypes were prepared, and their immunomodulatory activities and marker compounds were analyzed. As a result of 
the cytotoxicity assessment, all the beverages did not show significant toxicity compared to the control group. Next, the 
immunomodulatory activities of the beverage prototype were evaluated using the inflammatory model of IL-1β-induced intestinal 
epithelial cell line. All the samples significantly reduced the production of IL-6, IL-8, and MCP-1 in a CAE concentration-dependent 
manner. In addition, CAE-added beverages inhibited NO, IL-6, and IL-12 production in LPS-induced RAW 264.7 cells. When the 
major triterpenoids, as marker compounds for the production of CAE-added beverages, were analyzed by HPLC-DAD, only 
asiaticoside was detected beyond the limit of quantification, while madecassoside, madecassic acid, and asiatic acid were not detected. 
The amounts of asiaticoside in CAE-added beverage prototypes were confirmed in No. 1 (19.39 μg/mL), 2 (19.25 μg/mL), and 3 
(19.98 μg/mL). In conclusion, the results of this study suggested that CAE-added beverage prototypes induced immunomodulatory 
effects in the intestinal inflammatory cell line models and asiaticoside could be used as a marker compound for CAE-added beverage 
production.
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식 알레르기, 소아 지방변증 등이 유발되는 것으로 알려져 

있다(Farhadi 등 2003). 염증성 장 질환은 크론병과 궤양성 대

장염을 포함하는 만성 염증성 질환으로, 설사, 복통, 빈혈, 체
중 감소 등의 증상을 유발한다고 알려져 있다(Pithadia & Jain 
2011). 특히, 이러한 염증성 장 질환의 발병은 식습관의 서구

화를 비롯하여 과도한 면역반응, 스트레스 및 장내 미생물 

변화 등의 다양한 이유로 인해 장 점막의 면역체계가 변화하

고 장 점막을 공격하는 병적인 염증반응에 의해 증가하고 있

는 실정이며(Nam 등 2022), 발생원인은 정확히 규명되지 않

았으나 유전/환경적 영향이나 장내 미생물 등이 원인으로 지

목되고 있다(Kim 등 2020). Ha 등(2019)에 따르면 국내 염증

성 장 질환 환자 수는 연평균 궤양성 대장염 3%, 크론병 5%
로 꾸준히 증가하는 추세이며, 과거 궤양성 대장염의 유병률

이 크론병보다 높은 것으로 나타났지만 그 차이가 점차 줄어

들고 있어, 궤양성 대장염 대비 크론병의 발생률이 더 크게 

증가하고 있는 것으로 나타났다. 향후에도 지속적으로 염증

성 장질환의 발병이 증가할 것으로 판단되며, 이를 예방하고 

개선하기 위한 소재의 개발이 필요할 것으로 사료된다.
적설초(積雪草) 또는 호랑이풀 등의 다양한 이름으로 불리

는 병풀(Centella asiatica)은 미나리과(Apiaceae)의 다년생 초

본식물로, 고온 다습한 곳에서 자생하며, 주로 아프리카, 인
도양, 중국 등의 아시아와 국내에서는 제주도 일대, 경남지

방, 충북 충주에서 재배되는 것으로 알려져 있다(Choi등 

2020; Eom 등 2021). 병풀은 오래 전부터 민간요법, 한방 등

에서 약용으로 이용되어 다양한 건강상 이점을 가지는 것으

로 알려져 왔으며(Choi 등 2021), 흉터예방(Widgerow 등 

2000), 피부개선 효과(Choi & Bae 2013), 신경세포 보호효과

(Orhan IE 2012), 항산화 및 항염증 활성(Shin 등 2020) 등 다

양한 생리활성 효능이 보고되고 있다. 현재 병풀은 주로 피

부 및 상처 치유 등의 피부 관련 기능성 화장품 및 의약품의 

산업적인 원료로 활용되고 있는데, 저렴한 가격으로 인해 대

부분 수입 원료에 의존하고 있는 실정이다. 한편, 2014년에 

발효된 나고야 의정서에 의해 천연물 및 의약품 제조에 투입

되는 핵심 원료를 외국에서 수입 시 수입대금 외 별도로 제

품 상품화에 따른 이익 중 일부를 로열티로 지불해야 하는 

상황에 놓여있어(Park WS 2017), 최근 국내에서는 가격 경쟁

력을 갖는 병풀의 원활한 원료공급을 위해 재배방법 및 재배

환경 등을 개발 중인 것으로 알려져 있다(Shin 등 2020; Eom 
등 2021; Kim 등 2023). 또한, 병풀은 항산화 효능을 포함한 

피부개선 효능과 눈 건강 개선 등에 관한 다양한 연구가 이

루어졌으나 장내 면역조절을 통한 염증성 장 질환 예방 및 

개선 등에 대한 연구는 미비한 실정이다. 따라서 본 연구에

서는 국내에서 재배되고 있는 병풀을 사용하여 장 건강개선 

효능을 가진 일반식품/건강기능식품의 소재로 활용하기 위

해 추출 비율에 따른 병풀 추출물 함유 음료 시제품을 조제

하고 장 상피세포주(Caco-2)와 대식세포주(RAW 264.7)를 이

용한 장내 면역조절 효과를 검증하고, 이에 따른 지표물질을 

제시하고자 하였다. 또한, 이러한 결과를 바탕으로 수입 원

료를 대체하기 위한 생물소재의 국산화에 이바지하고, 다양

한 시제품을 조제함으로써 병풀 추출물 함유 음료를 개발하

기 위한 기초자료로 활용하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 병풀 추출물 함유 음료 시제품의 제조
본 연구에서 사용된 병풀은 충북 충주의 농업회사법인 ㈜

병풀농원(Chungju, Korea)에서 구입하여, ㈜ 참선진 녹즙

(Jincheon, Korea)에서 병풀을 추출하고, 이를 첨가하여 음료

를 조제하였다. 병풀 추출물은 생초를 60℃에서 열풍건조한 

후 건조된 병풀을 물 1 L에 대하여 0.1, 1.0 및 2.0%의 비율

(Table 1)로 넣은 후 100℃에서 15시간 동안 열수추출 및 여

과(Advantec, Tokyo, Japan)를 진행하여 제조하였다. 이후 병

풀 추출물 함유 음료는 55% 병풀 추출물과 음료의 맛과 향을 

개선할 목적으로 20% 샐러리 착즙액 및 신선초 착즙액을 혼

합하여 여과 과정을 거쳐 병풀 음료 시제품으로 조제하였다. 
병풀 추출물이 함유된 음료는 제공받은 즉시 품질유지를 위해 

－80℃의 초저온냉동고(Ilshin Biobase, Dongducheon, Korea)에 

동결시킨 후 사용 시 해동하고 희석하여 분석에 이용되었다.

2. 세포주 및 배양조건
인체 유래 장 상피세포주인 Caco-2는 American Type Culture 

Collection(ATCC; Manassas, VA, USA)에서 분양받았으며, 

CAE-added beverage
No. 1 No. 2 No. 3

Contents (%) Contents (g) Contents (%) Contents (g) Contents (%) Contents (g)

Extraction 
conditions

C. asiatica 0.1 1.0 1.0 10.0 2.0 20.0

Water 99.9 999.0 99.0 990.0 98.0 980.0

Total 100 1,000 100 1,000 100 1,000

Table 1. Extraction conditions for preparing CAE-added beverages
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20% fetal bovine serum(FBS; Gibco, Waltham, MA, USA) 및 

1% penicillin-streptomycin(P/S; GenDEPOT, Katy, TX, USA)을 

첨가한 minimum essential medium(MEM; Gibco)에서 배양하

였다. 마우스 유래 RAW 264.7 대식세포주는 한국세포주 은

행(Korean Cell Line Bank; KCLB, Seoul, Korea)에서 분양받았

으며, 10% FBS 및 1% P/S를 첨가한 Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium(DMEM; Hyclone, San Angelo, TX, USA)에서 

배양하였다. 두 개의 세포주는 5% CO2를 유지하는 배양기

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 37℃ 조건

으로 배양하여 연구에 이용하였다.
 
3. 장 상피세포(Caco-2)를 이용한 항염증 활성
인체 유래 장 상피세포인 Caco-2 세포주를 이용하여 병풀 

추출물이 함유된 음료의 처리에 의한 항염증 활성을 평가하

기 위하여 Caco-2세포를 96-well plate에 4×105 cells/well로 

200 μL씩 분주하고 배양기에서 monolayer를 형성할 때까지 

배양하였다. 이후 배양 상등액을 제거한 후 serum free-MEM 
(SFM) 160 μL를 분주하고 농도별로 희석한 시료를 20 μL 처
리하여 1시간 동안 배양하고, interleukin(IL)-1β를 20 μL를 처

리하여 24시간 동안 재배양하여 염증 억제모델을 형성하였

다. Caco-2 세포주에 대한 시료 독성평가는 0.5 mg/mL 농도의 

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) 시
약을 처리하여 30분간 반응하고, 이후 상등액을 제거하고 

100 μL의 DMSO(dimethyl sulfoxide)를 분주하여 보라색의 

crystal을 용해시켜 550 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 IL-1
β 처리군에 대한 세포 생존율(cell viability, %)을 나타냈다. 
세포주에서 분비된 염증 인자인 IL-6, IL-8, monocyte chemoa-
ttractant protein(MCP)-1의 함량은 BD Bioscience(San Diego, 
CA, USA)의 ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay) kit를 

구입하여 분석에 이용하였으며, 제조사에서 제공된 recom-
binant protein를 이용하여 작성한 표준곡선을 통해 평가하였다.

4. 대식세포주(RAW 264.7)를 이용한 항염증 활성
마우스 유래 RAW 264.7 대식세포주를 이용하여 병풀 추

출물이 함유된 음료의 처리에 의한 항염증 활성을 평가하였

다. 세포주를 96-well plate에 3×105 cells/well로 200 μL씩 분주

하고 배양기에서 약 18시간 동안 배양하였다. 이후 배양 상

등액을 제거한 후 serum free-DMEM(SFM)을 160 μL씩 분주

하고 적당한 농도로 희석된 시료를 20 μL 처리하여 1시간 동

안 배양하고, LPS(lipopolysaccharide; Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) 20 μL를 처리하여 24시간 동안 재배양하였다. 
LPS 처리에 의해 염증을 유도시킨 RAW 264.7 세포주에 대

한 시료 독성평가는 0.1 mg/mL 농도의 MTT 시약을 처리한 

후 흡광도를 측정하여 LPS 처리군에 대한 세포 생존율(cell 

viability, %)을 나타냈다. 한편, NO(nitric oxide)의 함량은 

griess assay를 통해 측정되었으며 sodium nitrate를 이용하여 

표준곡선을 작성하여 μM로 함량을 평가하였다. IL-6 및 

IL-12는 ELISA kit를 이용하여 분석하였으며, 제조사에서 제

공된 recombinant protein를 이용하여 작성한 표준곡선을 통해 

함량(pg/mL)을 평가하였다.

5. HPLC-DAD를 이용한 주요 triterpenoid의 정량 분석
추출 비율을 달리한 병풀 추출물이 함유된 음료 3종에 존

재하는 주요 triterpenoid의 함량을 평가하기 위해 Shin 등

(2020)의 방법을 참고하여 Table 2와 같은 조건으로 분석을 

진행하였다. 분석에 사용한 표준물질은 Sigma-Aldrich에서 

구입하였으며, 4 mg/mL 농도의 stock solution으로 조제하고 

이를 각각 섞어 1 mg/mL의 working solution으로 조제하여 

0.2 μm membrane filter(PALL, Port Washington, NY, USA)로 

여과한 후 분석하였다. 한편, 시료의 경우에는 각각의 원액

을 해동하여 여과한 후 분석에 사용하였으며, 분석한 검량선

을 이용하여 시료에 존재하는 성분의 함량을 μg/mL로 나타

내었다.

6. 통계처리
모든 시험 분석은 3번 반복으로 진행하였으며, 결과는 평

균±표준편차(standard deviation; SD)로 나타냈다. 분석 결과는 

Statistical Package for the Social Science(SPSS V26, SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA)를 이용하여 Levene’s test를 실시하여 분산

의 동질성을 비교하였으며, 동질성을 갖는 경우 분산분석 

(analysis of variance; ANOVA)을 실시한 후 분석값 간의 유의

성은 Duncan’s multiple range test를 이용하여 p<0.05 수준에

서 사후분석을 통해 검증하였다. 또한, 시료간 유의차를 가

지는 경우, 측정값을 나타내는 막대 위에 소문자(stock)와 대

문자(dilution)로 표기하여 유의차를 나타내었다.

결과 및 고찰

1. 병풀추출물함유음료시제품 3종의세포주독성평가
본 실험에서 진행한 염증 억제 활성은 세포주에 시료를 처

리한 후 LPS 또는 사이토카인과 같은 염증 매개 인자를 처리

하여 시료처리에 의한 염증성 물질 생산의 억제를 평가하는 

시험법으로, 시료의 독성에 의해 세포가 사멸하면 이로 인하

여 염증 관련 바이오 마커가 감소되고, 이를 염증 억제 활성

으로 오인할 수 있다. 따라서, 이러한 염증억제 활성을 평가

하기 전 병풀 추출물 함유 음료의 세포독성 평가를 먼저 진

행하였다. Caco-2 세포주의 세포독성 평가 결과는 Fig. 1A에 

나타냈으며, 병풀 추출물 함유 음료 3종은 음성대조군(NC; 



Vol. 36, No. 6(2023) 병풀-첨가 음료 시제품의 장내 면역조절 효과 439

normal control) 및 IL-1β 처리군과 비교하여 모든 시료에서 

세포의 생존율에 영향이 없는 것으로 나타났다. 시료 처리군

의 세포 생존율이 80% 이상이면 일반적으로 세포독성은 없

는 것으로 알려져 있으므로(López-García 등 2014), 3종 음료 

모두 장 상피세포주에 대한 세포독성은 없는 것으로 확인되

었다. 특히, 병풀 추출물 함유 음료의 처리가 IL-1β 처리군 

대비 통계적으로 유의한 세포증식능을 나타낸 것은, Díaz- 
Coránguez 등(2019)이 장 상피의 치밀결합이 세포 증식 및 분

화와 밀접한 관련이 있음을 보고한 연구결과로부터, 병풀 추

출물 함유 음료의 처리를 통해 치밀결합이 조직 장벽을 형성

하고 유지하는데 필요한 장상피의 세포 증식에 기여할 수 있

을 것으로 추정되었다. 한편, 이러한 시료의 무독성은 마우스 

유래 RAW264.7 대식세포주의 세포 독성 평가에서도 유사하

게 나타나, NC 대조군 및 LPS 처리군 대비 장 상피세포주와 

마찬가지로 오히려 36.7~55.7%의 통계적으로 유의한 세포 증

식능을 나타내었다(Fig. 1B). 결론적으로 세포독성 평가를 종

합한 결과, 병풀 추출물 함유 음료는 두 세포주에서 모두 대

조군 대비 유의한 세포독성을 나타내지 않았으므로 위 농도

에서 장내 면역조절 관련 바이오 마커의 분석을 진행하였다.

2. 장 상피세포주(Caco-2)를 이용한 장 염증 억제 활성
IL-1β 처리로 인해 자극된 Caco-2 세포주는 전염증성 사이

토카인 IL-6와 IL-8 및 MCP-1과 같은 케모카인을 생성하여 

장 점막에 염증을 유도하는 것으로 알려져 있다(Tesoriere 등 

2014). 따라서, 인간 유래 장 상피세포인 Caco-2 세포주에 

IL-1β를 처리하여 염증반응을 유도시킨 후 병풀 추출물이 함

유된 음료 3종을 첨가하여 항염증 활성을 측정하였다. 먼저, 
세포주에서 과량 생산 시 만성 염증 및 자가면역 질환을 유

발시키는 친염증성 사이토카인인 IL-6의 억제 활성을 평가한 

결과는 Fig. 2A에 나타냈다. 음성대조군의 경우에 IL-6 생성

량은 0.2 pg/mL인 반면, IL-1β 처리군은 10 ng/mL 농도에서 

13.7 pg/mL의 IL-6 생성량을 나타내어 통계적으로 유의한 수

준에서 염증 유도 모델이 효과적인 것을 확인하였다. 시료의 

처리에 따른 장 염증 억제활성 결과, 1번 음료는 2배 희석 

및 원액에서 IL-1β 처리군 대비 각각 6.1 및 2.2 pg/mL의 생

성으로 통계적으로 유의한 IL-6 억제 활성(IL-1β 처리군 농

도 대비 55.7 및 83.7% 억제)을 나타냈으며, 2번 음료도 각각 

4.1 및 1.6 pg/mL 생산으로 유의한 IL-6 억제 활성(69.7 및 

88.4% 억제)을 보였다. 한편, 3번 음료는 원액 및 2배 희석에

서 IL-1β 처리군 대비 각각 3.2 및 1.0 pg/mL의 IL-6 생성능을 

나타내어 3번 음료가 가장 우수한 장 염증 억제 활성(76.9 및 

92.4% 억제)을 나타내는 것을 확인하였다. 다음으로 호중구

를 활성화시켜 염증반응을 증폭시키는 IL-8 억제 활성을 평

가한 결과를 Fig. 2B에 나타냈다. 1번 음료의 2배 희석 및 원

액에서 IL-1β 처리군 대비 각각 1.4 및 0.5 ng/mL의 생산으로 

통계적으로 유의한 IL-8 억제 활성(64.2 및 86.0% 억제)을 나

타냈으며, 2번 음료에서는 각각 1.2 및 0.5 ng/mL 농도로 유

의한 IL-8 억제 활성(69.2 및 87.6% 억제)을 나타냈다. 3번 음

료도 IL-1β 처리군 대비 각각 0.9 및 0.4 ng/mL의 생산능으로 

가장 우수한 IL-8 억제 활성(75.6 및 88.3%)을 보였으나 1번 

및 2번 음료와 유의적인 차이를 보이지는 않았다. 마지막으

로 단핵구와 대식세포를 유인하여 염증을 유도하는 케모카

인인 MCP-1의 억제 활성을 평가한 결과는 Fig. 2C와 같다. 
1번 및 2번 음료의 2배 희석 및 원액에서는 IL-1β 처리군 대

비 각각 456.0 및 275.6 ng/mL과 438.5 및 204.4 ng/mL의 생산

으로 IL-1β 처리군과 통계적으로 유의한 MCP-1 억제 활성

(IL-1β 처리군 농도 대비 30.9 및 58.2% 억제; 33.6 및 69.0% 
억제)을 나타냈다. 한편, 3번 음료는 IL-1β 처리군 대비 각각 

330.3 및 152.5 ng/mL의 MCP-1 생성능을 나타내어 1번 및 

2번 음료보다 유의적으로 우수한 억제활성(49.9 및 78.6%)
을 나타내었다. 결론적으로 IL-1β로 유도된 Caco-2 세포주

Analysis Conditions

Instrument
YL-9100 series

(Young Lin Co. Ltd, Anyang, Korea)

Column
YMC-Triart C18

(150×4.6 mm, 3 μm, YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan)

Mobile phase

Time (min) Deionized 
water (%) Acetonitrile (%)

0 79 21
9 79 21

12 77 23
20 77 23
24 65 35
30 65 35
32 56 44
34 33 67
42 33 67
45 0 100
50 79 21
65 79 21

Column temp. 30℃
Flow rate 0.8 mL/min
Detector Uv at 205 nm

Injection volume 20 μL
Data calculator Clarity system

Table 2. HPLC conditions for quantitative analysis of 
major triterpenoids in CAE-added beverages
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(A) (B)

Fig. 1. Cytotoxic effect of CAE-added beverages against Caco-2 cell (A), and RAW 264.7 macrophage (B). Each beverage 
was treated to Caco-2 or RAW 264.7 cells, and IL-1β or LPS were subsequently stimulated for 24 h. Results are expressed 
as mean±S.D. of three independent tests in triplicate. Means with different letters (lowercase; stock and uppercase; dilution) 
above the bars are significantly different between groups at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. 1; 0.1% CAE-added 
beverage, 2; 1% CAE-added beverage, and 3; 2% CAE-added beverage.

(A) (B)

(C)

Fig. 2. Anti-inflammatory effect of CAE-added beverage on IL-1β-stimulated Caco-2 cell. Caco-2 cells were treated with 
each beverage followed by IL-1β treatment for 24 h, and the production of IL-6 (A), IL-8 (B), and MCP-1 (C) was evaluated. 
Results are expressed as mean±S.D. of three independent tests in triplicate. Means with different letters (lowercase; stock 
and uppercase; dilution) above the bars are significantly different between groups at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. 
1; 0.1% CAE-added beverage, 2; 1% CAE-added beverage, and 3; 2% CAE-added beverage.
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의 염증억제 활성 평가결과, 병풀 추출물 함유 모든 음료에

서 유의적인 억제활성을 확인할 수 있었으며, 2.0% 병풀 추

출물이 함유된 3번 음료에서 염증 억제 활성이 증가하지만 

상대적으로 0.1% 병풀 추출물이 함유된 1번 음료에서도 효

과적인 염증 억제활성을 나타냄으로써 산업적인 활용가능성

을 높여주었다. Praengam 등(2021)의 연구에 따르면 병풀을 

이용한 추출물이 IL-1β로 염증을 유발시킨 Caco-2 세포주에서 

전염증성 사이토카인인 IL-6, IL-8 및 TNF-α의 생산을 감소시

킨다는 점에서 본 연구와 유사한 것을 확인할 수 있었으며, 병
풀 추출물 및 병풀 추출물 함유 음료의 처리를 통해 전염증성 

사이토카인/케모카인의 생성을 감소시켜 장 염증을 억제할 수 

있는 기능성 소재로서의 개발가능성을 제시할 수 있었다.

3. 대식세포주(RAW 264.7)에서의 염증 억제 활성
선천면역과 적응면역에서 방어와 조절에 관여하는 대식

세포주는 염증 발생 시 사이토카인을 분비하여 신속하게 면

역세포를 활성화시켜 초기방어에 중요한 역할을 수행하는 

것으로 알려져 있으며(Kim 등 2018a), 장내에 분포하여 소장

과 대장의 장벽 기능을 조절하고 장의 항상성을 유지하는데 

기여한다(Kühl 등 2015). 그러나, LPS 처리로 인해 자극을 유

도시킨 RAW 264.7은 IL-1β, IL-6와 같은 염증성 사이토카인

을 생성하여 급성 및 만성 염증반응을 유도시킨다(Kim & 
Kim 2015). 따라서, 본 연구에서는 대식세포주에 병풀 추출

물이 함유된 음료를 처리하였을 때 생성되는 염증 유발 인자

에 미치는 영향을 평가하고자 하였다. 먼저, 과잉 생산 시 염

증반응을 촉진시키는 NO의 억제 활성 평가 결과를 염증 유

도 반응에서 평가하였는데, NC 대조군의 경우, NO 생성량은 

2.3 μM로 확인되었고 LPS 처리군은 1 μg/mL의 농도에서 

18.8 μM의 NO 생성량을 나타내어 염증 유도 모델이 효과적

으로 형성된 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3A). 시료처리의 결

(A) (B)

(C)

Fig. 3. Anti-inflammatory effect of CAE-added beverage on LPS-stimulated RAW 264.7 cell. RAW 264.7 cells were treated 
with each beverage followed by LPS treatment for 24 h, and production of NO (A), IL-6 (B), and IL-12 (C) was evaluated. 
Results are expressed as mean±S.D. of three independent tests in triplicate. Means with different letters (lowercase; stock 
and uppercase; dilution) above the bars are significantly different between groups at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. 
1; 0.1% CAE-added beverage, 2; 1% CAE-added beverage, and 3; 2% CAE-added beverage.
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과, 1번 음료는 LPS 처리군 대비 통계적으로 유의한 NO 억
제 활성은 확인되지 않았으나, 2번 및 3번 음료의 2배 희석 

및 원액에서 LPS 처리군 대비 각각 15.0 및 13.9 μM와 12.6 
및 12.2 μM의 NO 생성을 나타내어, LPS 처리군 생산 대비 

22.7~29.5%와 37.2~40.0%의 통계적으로 유의한 NO 억제 활

성이 나타나는 것으로 확인되었다. 다음으로 IL-6의 억제 활

성은 Fig. 3B에 나타내었는데, 1번 음료의 2배 희석 및 원액

에서는 LPS 처리군 대비 각각 209.5 및 141.0 pg/mL의 IL-6 
생성능을 나타내어 통계적으로 유의한 억제 활성(LPS 처리

군 대비 77.7~85.6% 억제)을 나타내었다. 한편, 2번 음료의 

경우에는 2배 희석 및 원액에서 LPS 처리군 대비 각각 125.3 
및 101.3 pg/mL의 유의한 IL-6 억제 활성(87.4~90.2% 억제)을 

나타냈으며, 3번 음료는 LPS 처리군 대비 각각 126.7 및 60.9 
pg/mL의 생산으로 원액에서 다른 시료보다 유의적으로 높은 

IL-6 억제 활성(87.3~94.8% 억제)을 나타냈다. 마지막으로 
IFN-γ의 natural killer 및 T 세포에서 생산을 유도하여 염증을 

유발하는 IL-12 억제 활성을 평가한 결과는 Fig. 3C에 나타냈

다. 1번 음료의 경우, LPS 처리군 대비 통계적으로 유의한 

IL-12 억제 활성은 확인되지 않았으나, 2번 및 3번 음료의 2
배 희석 및 원액에서 LPS 처리군 대비 각각 11.2 및 10.1 
pg/mL과 9.0 및 6.6 pg/mL의 IL-12 생성을 나타내어, LPS 처
리군 농도 대비 35.7~42.8%와 49.8~65.1%의 통계적으로 유의

한 IL-12 억제 활성을 나타냈다. Cho 등(2020)은 LPS로 유도

된 RAW 264.7 세포주에서 병풀 추출물 처리 시 친염증성 사

이토카인인 iNOS(inducible nitric oxide synthase), IL-1β, IL-6 
및 TNF-α의 mRNA 발현량 감소를 보고하였는데, 본 연구에

서는 세포주에서 분비되는 염증성 인자 자체의 농도분석을 

통해 억제활성을 측정하였기에 향후 mRNA gene expression 
또는 immunoblotting을 통한 구체적인 염증 억제활성 및 기작

에 대한 연구가 필요할 것으로 판단된다. 결론적으로 Caco-2 
세포와 RAW264.7 세포의 염증 억제 활성을 종합한 결과, 병
풀 추출물 함유 음료는 장 상피세포주와 대식세포주에서 

IL-1β 및 LPS 처리로부터 유도된 염증반응을 억제하는 활성

을 확인할 수 있었으며, 추후 장 건강 개선에 관한 건강 기능

성 식품 소재로의 활용가능성을 제시할 수 있었다.

4. 병풀 추출물이 함유된 음료의 주요 triterpenoid 분석
병풀은 madecassoside, asiaticoside, madecassic acid 및 asiatic 

acid 등과 같은 triterpenoid 화합물을 함유하고 있으며(Eom 
등 2021), 이러한 triterpenoid 화합물은 상처치료(Kil 등 2018), 
콜라겐 합성(Seong 등 2021), 항생제 및 항염증제(Kim 등 

2018b) 등의 효능을 가지고 있다고 보고되고 있다. 본 연구에

서는 병풀 추출물이 함유된 음료 3종이 Caco-2 및 RAW 
264.7 세포주에서 염증을 억제하는 활성을 확인하였으므로 

이러한 활성과 주요 triterpenoid의 상관성을 확인하고, 병풀 

추출물 함유 장 염증 개선 음료의 산업화를 위한 지표물질의 

제시를 위하여 4종의 triterpenoid를 혼합한 표준물질과 병풀 

추출물 함유 음료 3종의 triterpenoid 화합물을 HPLC로 분석

하였다(Fig. 4). 병풀 추출물 함유 음료 3종의 주요 triterpenoid 
함량을 분석한 결과, 음료 3종에서는 공통적으로 madecassoside, 
madecassic acid 및 asiatic acid는 검출되지 않았고, asiaticoside
만 검출되었다. 본 연구진은 선행연구(Kim 등 2023)에서 병

풀 추출물의 지표물질을 확립하기 위한 분석법 검증을 통해 

asiaticoside를 지표물질로 확립하였으며, asiaticoside 검출한

계와 정량한계를 분석한 결과, 각각 4.99 μg/mL 및 15.12 μg/ 
mL로 확인되었는데 본 연구에서 분석한 병풀 추출물 함유 

음료 3종의 asiaticoside의 함량은 각각 19.39, 19.25 및 19.98 
μg/mL로 확인되어, 지표물질로서 활용 가능할 것으로 판단

되었다(Table 3). 한편, 병풀 추출물 함유 음료 3종간에 

asiaticoside의 함량은 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았

는데, 이는 0.1% 병풀 추출물이 함유된 1번 음료에서도 우수

한 장 염증 억제활성이 나타난 원인으로 볼 수도 있으나, 병
풀 원료의 양에 따른 asiaticoside의 함량 간의 상관성을 높이

지 않았기에 활성물질보다는 지표물질로서의 의미가 높은 

것으로 사료된다. 따라서, 병풀 추출물 함유 음료 3종의 주요 

triterpenoid 분석결과, asiaticoside는 지표물질로서의 활용가

능성은 확인할 수 있었지만, 장내 면역조절에 관여하는 활성

과 지표성분 간의 상관관계는 좀 더 확인이 필요하므로 향후 

용매의 극성도에 따른 용매 분획, 컬럼크로마토그래피 등을 

통한 방법을 통해 장내 면역조절에 관여하는 유효/활성 물질

에 대한 규명이 필요할 것으로 판단된다.

Fig. 4. HPLC chromatogram of tritepenoid standard 
mixture, and 2% CAE-added beverage.
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요약 및 결론

병풀(Centella asiatica) 추출물(CAE)을 함유하는 장관 면역

조절 음료를 제조하기 위하여, CAE가 첨가된 음료 시제품 

3종을 제조하고 이들의 활성과 생산을 위한 지표물질을 분

석하였다. 먼저, CAE가 첨가된 음료의 면역 조절효과를 평가

하기 위하여 세포주에 대한 독성 결과, 어떤 음료도 염증 유

발군에 비해 유의적인 독성을 나타내지 않았다. 염증 억제활

성 평가에서, 병풀 추출물 첨가 음료 시제품 3종은 IL-1β로 

유도된 Caco-2 세포주에서 장내 염증성 사이토카인인 IL-6, 
IL-8 및 MCP-1의 생성을, LPS로 유도된 RAW 264.7 세포주

에서는 NO, IL-6 및 IL-12의 생성을 유의미하게 감소시키는 

염증 억제활성을 나타내었다. 또한, 병풀 추출물의 첨가에 

따른 농도 의존적인 활성을 나타내었으나, 첨가량이 낮은 음

료 시제품(0.1%)에서도 우수한 활성을 나타내어 산업적인 활

용가능성을 확인할 수 있었다. 한편, CAE가 첨가된 음료 제

품화를 위한 지표물질로서 주요 triterpenoids를 HPLC-DAD로 

분석한 결과, asiaticoside만이 정량한계를 초과하여 검출되었

으며, madecassoside, madecassicacid, asiatic acid는 검출되지 

않았고, 음료 시제품간 통계적으로 유의한 차이는 확인되지 

않아 면역조절 활성성분으로서의 규명은 향후 필요할 것으

로 판단된다. 결론적으로, CAE가 첨가된 음료 시제품은 장내 

염증 세포주 모델에서 향상된 면역 조절 효과를 입증했으며, 
asiaticoside가 CAE가 첨가된 음료 생산을 위한 지표물질로 

사용될 수 있음을 시사했다.
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