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ABSTRACT

Preventive effect against ethanol-induced

hepatotoxicity and anti-hyperuricemic effect

of Dendropanax morbifera leaf extracts

Yang Sun A

Advisor: Prof. Choi Cheol-Hee Ph.D.

Department of Biomedical Sciences,

Graduate School of Chosun University

Preventive effect against ethanol-induced hepatotoxicity and anti-hyperuricemic

effect of Dendropanax morbifera leaf extracts (DMLEs) were investigated after

extraction using water and ethanol (30%, 50% and 70%).

The yield of DMLEs ranged from 19.66% to 24.14%, in which water DMLE

showing the highest yield. Chlorogenic acid and rutin contents in DMLEs

ranged from 6.4 to 21.4 mg/g and 10.4 to 29.5 mg/g, respectively, and positively

correlated with increasing ethanol concentration in the extraction solvent.

Antioxidant effect of DMLEs was examined. Among DMLEs, the 70% ethanol

DMLE indicated the strongest DPPH radical- scavenging activity with the IC50

value of 78.9 μg/mL by DPPH radical- scavenging assay. The intracellular

reactive oxygen species (ROS)-scavenging assay using dichlorodihydro-fluorescein

diacetate showed that the most effective DMLEs were the 50% ethanol DMLE,

followed in order by 30% ethanol, water and 70% ethanol DMLEs. The

cytotoxic effects of the DMLEs were compared by the MTT assay. The IC50

values of the DMLEs ranged between 2.08 to 1.11 mg/mL in Hep3B cells.
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Hep3B cells were pretreated with the DMLEs (50-200 μg/mL) for 30 mins and

then ethanol was added and incubated further for 24 hours. The results showed

that the 30% and 50% ethanol DMLEs significantly prevented ethanol-induced

hepatotoxicity. In addition, the rats were administered the water DMLE for 30

mins prior to administration of ethanol (3 g/kg) and then the plasma levels of

ethanol and acetaldehyde was determined at 1, 3 and 5 hours after ethanol

administration. The water DMLE effectively decreased the plasma ethanol levels

during 5 hours but increased the plasma acetaldehyde levels until 3 hours and

then significantly decreased at 5 hours, as compared with the control. IC50

values of DMLEs for inhibition of xanthine oxidase (XO) were 69 to 527 μ

g/mL. On the basis of these results, the 30% ethanol DMLE was chosen to test

anti-hyperuricemic effect. After oral administration of the 30% ethanol DMLE in

potassium oxonate (uricase inhibitor) induced hyperuricemia rats models, uric

acid concentration in serum and urine and XO activity in serum and liver were

determined to evaluate the anti-hyperuricemic effects. In hyperuricemia rats, the

30% ethanol DMLE decreased uric acid concentration in serum and urine

through inhibition of XO activity in liver but not in serum.

These results indicate that the DMLEs show antioxidant and preventive

effects on ethanol-induced hepatotoxicity in vitro as well as anti-hyperuricemic

effects through inhibition of XO activity in vivo. Therefore 30% ethanol DMLE

could be a optimal candidate for the functional products when considering the

cost-effectiveness.
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제 1장 서 론

술은 오랜 기간 인류와 함께해온 음료로 일반적으로 에탄올을 의미하며, 고대시

대에는 여러 약물의 부형제로 이용되거나 제사, 주술에 사용되어 왔다. 우리나라는

삼국시대 이전부터 술을 제조하여 마셨으며, 1980년대 이후 경제성장과 함께 스트

레스 해소를 위한 기호식품, 사교의 수단으로 활용되며 알코올 소비량이 급증하였

다(Chae, 2009; Ko et al., 2006; Wrase et al., 2002).

알코올은 1 g당 7.1 kcal의 열량을 발생시키는 에너지원이지만 무기질, 비타민 등

의 필수 영양소가 없어서 빈 열량(empty clories)원으로도 불리며 섭취 시 체내에

서 포도당이나 글리코겐으로 변하지 않는다(Yang, 2001). 섭취한 알코올은 소장과

위에서 즉시 흡수되며, 대부분 간에서 대사(Fig. 1)되고 일부가 땀과 소변 등을 통

해 배설되게 된다(Becker et al., 1991). 알코올은 일차적으로 alcohol

dehydrogenase (ADH)에 의해 아세트알데히드로 대사되며, 아세트알데히드는

acetaldehyde dehydrogenase (ALDH)에 의해 acetate로 산화된다(Chae, 2009).

Fig. 1. Metabolism of ethanol in liver.

알코올의 적당한 섭취는 스트레스 해소, 수면유도, 식욕증진, 원활한 혈액순환, 관

상심장질환 예방 등의 긍정적인 기능이 있다(Jacques et al., 1989; Lee and Kim,
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1991). 하지만 과량의 알코올 섭취는 여러 가지 대사 장애를 일으켜 신체 주요기관

에 악영향을 미치게 되는데, 특히 알코올의 대사가 일어나는 간세포의 장애를 유발

하여 간질환의 원인이 되기도 한다(Halsted, 1980; Liber, 1994). 음주 후 음주자들

이 느끼는 메스꺼움, 구토 두통 등의 증상을 숙취라고 하는데 (Swift and

Davidson, 1998), 숙취를 일으키는 대표적인 원인물질은 알코올 대사산물인 아세트

알데히드이다(Kim, 1999). 알코올에 의한 간손상 유발인자이기도 한 아세트알데히

드는 혈액을 통해 간조직의 외부로 이동하여 에너지 대사에 이용되기도 하지만 대

부분이 간에서 지방산 합성에 이용되어 지방간의 원인이 되며(Keshavarzian et al.,

1994), 반응성이 높아 불포화 지방산 산화, 원형질막 지질 성분의 변화를 유발하기

도 한다(Lieber, 1990; Teschke et al.,1976).

Fig. 2. Uric acid formation process.

요산(C5H4N4O3, uric acid)은 인체에서 구아닌(guanine)과 아데닌(adenine)을 기반

으로 한 퓨린(purine) 복합체 대사의 최종산물로서(Fig. 2) 소변으로 배출되거나 혈

액 속에 잔류하게 되는데(Becker, 1993), 요산이 과잉 생산되거나, 요산의 배설이

감소하게 되어 혈중의 요산수치가 정상수치보다 높은 상태를 고요산혈증이라 정의

하고 있다. 고요산혈증은 대사질환, 고혈압, 심혈관 질환의 위험요인으로 알려져 있

으며(Gagliardi et al., 2009), 요산 결정(urate crystal)이 관절의 주위조직, 연골, 관

절막 등에 침착되면서 염증반응을 유발하는 통풍과 소화 과정 중 요산, 칼슘 등의
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물질이 소변으로 배출되지 않고 결정화되어 요관을 막는 요로결석(신장결석, 요관

결석)의 원인으로 알려져 있다(Gustafsson and Unwin, 2013; Park, 2011). 고요산

혈증을 치료하기 위한 약물은 요산배설촉진제와 xanthine oxidase (XO) 억제제가

있다. 신장의 근위세뇨관에서 요산의 재흡수(URAT1 transporter)를 저해하여 요산

배설을 촉진하는 약물은 프로베네시드(probenecid), 벤즈브로마론(benzbromarone)

등이 있다. 프로베네시드의 경우 신장기능에 이상이 있는 경우 효과가 미비하여 선

택적으로 사용하여야 하고, 프로베네시드보다는 강력한 효과를 가진 벤즈브로마론

의 경우 심한 간독성이 알려져 있다(Arai et al., 2002; Zürcher et al., 1994). 대표

적인 XO 억제제인 알로퓨리놀(allopurinol)은 요산저하 효과는 우수하지만 발진, 발

열, 과민반응(allopurinol hypersensitivity syndrome, AHS), 신부전 등의 부작용을

일으킨다(Dalbeth and Stamp, 2007; Pluim et al., 1998). 이러한 부작용을 줄이고

요산수치를 감소시키기 위해 천연물을 이용한 고요산혈증 치료제 개발에 관한 연

구가 활발하게 이루어지고 있다(Jang et al., 2019; Kang et al., 2016; Kang et al.,

2003; Kim et al., 1996; Lee et al., 2014). 또한 음주빈도에 따라 요산농도가 증가

한다는 연구 결과(Huang et al., 2013)뿐만 아니라 음주로 인해 요산의 전구물질의

분해 증가로 요산을 증가시키며, 에탄올이 젖산으로 전환되면서 요산배출을 억제하

여 혈중 요산수치를 증가시킨다는 연구 결과(Ryu et al., 2012) 등을 감안할 때 음

주와 고요산혈증의 상관성은 높은 편이다.

황칠나무(Dendropanax morbifera, DM)는 한국에서 최고의 약재들로 손꼽히는

인삼(Panax ginseng), 가시오갈피(Eleutherococcus senticosus) 등의 약용식물과

같은 두릅나무과에 속하는 식물로 겨울에도 낙엽이 지지 않는 상록교목이다(Bae,

2010; Choi, 1996). 과거에는 서남해안 및 도서 지역을 포함하는 난온대의 넓은 지

역에 분포하였으나, 도시화와 무분별한 개발로 대부분의 자생지가 파괴되어 일부

지역에만 국한적으로 생육하고 있는 특산 수종이다(Lee et al., 2013). 관상수로 이

용되는 경우도 많은 황칠나무의 잎은 광택이 있으며, 수피에 상처를 내면 황색의

수지액이 나오는데 이를 황칠이라 하며 금색을 띄는 공예품에 고급도료로 주로 사

용되어왔다(An, 2014; Kim and Chung, 2000). 황칠나무의 학명은 목본(dendro), 전

능약(panax)이라는 의미가 있어 예로부터 모든 병을 치료하는 만병통치 나무라고

불려왔으며, 황칠나무 잎에는 수분 70.2%, 지방 2.7%, 단백질 1.2%, 회분 1.7%, 수

용성 탄닌이 746 mg% 함유되어 있고, GC-MS를 이용하여 32종류의 물질을 확인

한 결과 sesquiterpene에 속하는 β-selinene과 capnellane- 8-one이 많이 함유되어



- 4 -

있다고 알려져 있다(Lee et al., 2013). 또한 황칠나무의 독특한 방향성분은 신경계

에 대한 진정작용과 강장작용을 나타내는 안식향산을 함유한다(Lee et al., 2002).

최근에 황칠나무의 인공재배 성공으로 약재의 확보 및 활용이 수월해져서 연구가

활발히 이루어지고 있는데 선행연구 결과들을 살펴보면 황칠나무 잎으로부터 분리

된 polyacetylene 화합물은 항보체 활성을 나타내며(Chung et al., 2011; Park et

al., 2004), 황칠나무 잎 에탄올 추출물은 B세포와 T세포의 생장을 촉진하고 T세포

cytokines (IL-6, TNF-α)가 증가하는 등 면역 증진 효과도 있는 것으로 보고되었

다(Lee et al., 2002). 또한 황칠 수액과 잎 추출물의 ethyl acetate 분획도 항산화

및 tyrosinase 저해활성, melanin 생성 억제 활성 등을 가지고 있다고 알려져 있다

(Park et al., 2013). 또한 황칠나무 꽃에서 얻은 정유 성분은 Wistar rats 모델에서

혈청 total cholesterol (TC), triglyceride (TG), low-density lipoprotein cholesterol

(LDL- C) 함량은 감소시키고 high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) 함량

은 증가시키며, 황칠나무 추출물은 비알콜성 지방간 (non-alocholis fatty liver)을

가진 비만 대학생들을 대상으로 진행한 연구에서 aspartate aminotransferase

(AST)와 alanine aminotransferase (ALT) 감소에 효과가 있다는 연구 결과도 나왔

다(Chung et al., 2009; Kim, 2012). 그 외에도 황칠나무 잎 추출물의 항암, 항당뇨,

간세포 및 신경조직세포 재생효과, 항균작용 등에 관한 연구 결과도 보고되었다

(An et al., 2014; Hyun et al., 2013; Lee et al., 2002; Lee et al., 2015a, b; Moon,

2011).

보건복지부에서 발표한 2018년도 국민건강영양조사 결과에 따르면 우리나라 연

간 음주 소비량은 지속적으로 증가하는 추세이다. 또한 고요산혈증으로 인해 발생

하는 통풍도 세계적으로 유병률이 증가하는 추세이고(Wallace et al., 2004), 국내에

서도 최근 통풍으로 치료를 받은 환자가 5년 사이 49% 증가하였다는 2018년 건강

보험심사평가원의 보고도 있었다. 이에 여러 가지 생리활성을 가지고 있는 황칠나

무 잎 추출물의 숙취해소 및 알코올에 의한 간독성 및 고요산혈증 예방 효과를 확

인함으로써 새로운 천연물 소재 개발을 목표로 연구를 진행하였다.
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제 2장 재료 및 방법

제1절 재료

1. 식물 재료

실험에 사용된 황칠나무의 잎은 2018년 11월에 무안의 곡우농장에서 재배한 황

칠나무에서 획득한 것으로 수세, 정선 및 분쇄과정을 거쳐 40℃에서 건조시킨 후

–5℃ 이하로 냉동보관하며 실험에 사용하였다.

2. 세포 배양

실험에 사용한 간암세포주인 Hep3B 세포와 백혈병세포 AML-2의 doxorubicin

내성세포주인 AML-2/DX100 세포는 37℃, 5% CO2 조건의 습윤화된 배양기를 이

용하여 배양하였다. Hep3B 세포의 배양액은 RPMI 배지를, AML-2/DX100 세포는 α

-MEM 배지를 이용하였으며, 두 배지 모두 열처리하여 불활성화된 fetal bovine

serum (FBS) 10% 및 항생제를 함유하였다.

제2절 실험 방법

1. 추출

분쇄 후 건조한 황칠나무의 잎을 30%, 50%, 70% 에탄올 및 증류수를 추출 용매

로 하여 환류냉각추출법을 이용해 80℃에서 2시간씩 2회 반복해서 추출하였다. 추

출액을 감압식 회전농축기를 이용하여 농축 후 동결건조하여 –5℃ 이하로 냉동보

관하며 실험에 사용하였다.
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2. 성분 분석

Chlorogenic acid (CGA), rutin 분석을 위해 다른 연구에서 사용되었던 방법을

응용하였으며(Kim et al., 2010; Shin et al., 2007), LC-30A (Shimadzu, Japan) 액

체크로마토그래피와 연동된 LCMS-8050 (Shimadzu, Japan) 삼중사중극자 질량분

석기를 사용하였다. Positive electro-spray ionization (+ESI) 장치로 시료를 이온화

시킨 후 multiple reaction monitoring (MRM) mode에서 분석을 실시하였다.

Column으로 Kinetex C18 (2.1 × 150 mm, 2.6 μm, Phenomenex)을 사용하였으며,

시료 주입량은 2 μL, column oven은 40℃를 유지하였다. 이동상으로 5 mM

ammonium acetate와 0.1% formic acid가 혼합된 water (A)와 2.5 mM ammonium

acetate를 함유한 methanol (B)을 사용하여 초기 5% B에서 시작하여 100% B까지

13분간 순차적으로 변화시킨 후 다시 5% B로 낮춰서 3분 동안 유지하여 총 18분

간 분석을 실시하였으며, 유속은 0.3 mL/min으로 유지하였다(Table 1, 2, 3).

Table 1. MRM conditions

Compounds
Retention time

(min)

Quantified MRM

(m/z)

Qualified MRM

(m/z)

Chlorogenic acid 5.16 355.00 → 163.00 355.00 → 145.15

Rutin 7.49 611.00 → 302.95 611.00 → 465.10
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Table 2. MS parameters

Nebulizing gas flow 2.8 mL/min

Heating gas flow 8 L/min

Drying gas flow 8 L/min

Interface temperature 340℃

DL temperature 200℃

Heat block temperature 380℃
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Table 3. LC-MS/MS analysis condition for compound in the Dendropanax

morbifera leat extracts

Instrument LC-30A (Shimadzu, Japan)

Detector LCMS-8050 (Shimadzu, Japan)

Column
Kinetex C18 (2.1 × 150 mm, 2.6 μm,

Phenomenex)

Ionization mode Electro-spray ionization (ESI)

Scan type Multiple reaction monitoring (MRM)

Polarity Positive

Column Temp. 40℃

Flow rate 0.3 mL/min

Injection volume 2 μL

Mobile phase

A : 5 mM a㎜onium acetate +

0.1% formic acid in water

B : 2.5 mM a㎜onium acetate

in methanol

Gradient method

0.00 min – A : B = 95 : 5

13.00 min – A : B = 0 : 100

15.00 min – A : B = 95 : 5

18.00 min – stop
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3. 항산화 활성

가. DPPH 라디칼 소거 활성 측정

DPPH 라디칼 소거 활성 측정은 시료의 항산화 활성을 확인하는데 널리 이용

되는 실험으로, 안정한 라디칼을 가지며 자색을 띠는 2’,2’-diphenyl-1-picryl-

hydrazyl (DPPH)이 항산화 활성을 가진 물질과 반응하여 라디칼이 소거되면서 자

색이 탈색되며 흡광도가 감소하는 원리를 이용한다(Kim et al., 2003). 시료와

DPPH는 DMSO를 이용하여 녹인 후, methanol을 이용하여 희석하여 사용하였다.

100 μM DPPH 90 μL와 200∼5 μg/mL로 희석된 시료액 10 μL를 96 well-plate에

넣어 암실에서 10분간 반응시킨 후 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광

도 값을 바탕으로 하여 50%의 라디칼을 소거하는데 필요한 시료량(SC50)을 계산하

였다. 양성대조군으로는 L-ascorbic acid (Vit C)를 사용하였다.

나. 세포 내 ROS 소거 활성 측정

DCFH-DA 측정법은 세포 내의 활성산소종(Reactive oxygen species, ROS)의

양을 측정하거나 시료의 세포 내의 ROS 소거능을 측정할 때 이용하는 방법으로

세포투과가 가능한 probe인 2’,7’-dichlorodihydro-fluorescein diacetate

(DCFH-DA)가 세포 내의 ROS와 반응하여 형광을 띠는 2’,7’-dichlorodihydro-

fluorescein (DCF)로 바뀌는 원리를 이용한 시험법이다(Lebel et al., 1992;

Tsuchiya et al., 1994). 백혈병세포 AML-2의 doxorubicin 내성세포주인

AML-2/DX100 세포를 이용하여 시료의 세포 내 ROS 소거능을 확인하였다 (Kim,

1997). AML-2/DX100 세포를 PBS로 2번 세척한 후 1x105 cells/mL의 농도로

96-well plate에 각 well당 200 μL씩 분주 하고, 분주한 세포에 농도 별로 시료를

미리 넣고, DCFH-DA가 1 μM, H2O2가 4 mM이 되도록 넣어 활성산소를 유발시

킨 후, 5% CO2, 37℃ 조건에서 30분간 반응시킨 후 형광의 정도를(excitation 485

nm 및 emission wavelength 530 nm) 측정하였다. 세포 내 ROS 소거능의 표현은

H2O2에 의해 증가된 형광 값을 100으로 하였을 때 시료에 의해 소거시킨 형광값을

백분율로 계산하였다.
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4. 세포 독성 및 에탄올 유도 간독성 예방 효과

가. 세포 독성

간암세포주인 Hep3B 세포에 대한 황칠나무 잎 추출물의 세포독성을 확인하기

위해서 MTT assay (Shin et al., 2003)를 이용하여 세포생존율을 측정하였다. 간암

세포주인 Hep3B 세포를 96-well plate에 1×106 cell/mL의 농도로 분주하여 24시간

동안 37℃, 5% CO2 조건으로 배양기에서 배양한 후 농도별로 희석한 시료를 처리

하여 3일간 배양하였다. 72시간 경과 후 MTT 시약을 10 μL씩 처리하여 4시간 동

안 반응시킨 후 well의 바닥에 형성된 formazan이 흩어지지 않도록 상등액을 제거

하고 DMSO 100 μL를 가하여 30분간 방치한 뒤 540 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 시료를 넣지 않은 blank의 흡광도를 100%로 하여 상대적인 세포생존율 및

50%의 세포생존율을 보여주는 샘플의 농도(IC50)를 구하였다.

나. 에탄올 유도 간독성 예방 효과

황칠나무 잎 추출물의 알코올에 의한 간독성 예방효과를 확인하기 위하여 간

암세포주인 Hep3B 세포에 에탄올을 처리한 후 3-day MTT assay를 수행하였다

(Neuman et al., 1993; Shin et al., 2003). Hep3B 세포를 96-well plate에 1×106

cell/mL의 농도로 분주 후 24시간 동안 37℃, 5% CO2 조건으로 배양기에서 배양한

후 농도별로 희석한 시료를 처리하였다. 시료 처리 30분 후 에탄올 함량이 5%가

되도록 처리하여 72시간 배양한 후 MTT 시약을 10 μL씩 처리하여 4시간 동안 반

응시킨 후 상등액을 제거하고 DMSO 100 μL를 가하여 30분간 방치하여 바닥에 형

성된 formazan을 충분히 녹여낸 뒤 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료를 넣지

않은 blank의 흡광도를 100%로 하여 상대적인 세포생존율을 구하였다.
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5. 흰쥐의 혈중 에탄올 및 아세트알데히드 농도 측정

가. 실험동물의 사육 및 처치

5주령의 수컷 Sprague-Dawley rat (SD rat)을 오리엔트바이오㈜로부터 구입

하여, 12시간 간격의 명암주기 및 150∼300 Lux의 조도를 유지하며, 습도 50±5%,

온도 25±2℃를 유지할 수 있는 자동조절 항온항습기가 설치된 장소에서 1주일간

사육환경에 적응시켰다. 적응기간이 끝난 후 에탄올 대조군 그룹, 황칠 열수 추출물

투여그룹, 황칠나무 잎 추출물 함유 시제품 투여 그룹으로 나누어서 실험을 수행하

였다. 에탄올 투여 전 18시간 동안 절식하여 사료 섭취로 인해서 에탄올의 흡수 방

해를 예방하였다. 황칠나무 잎 추출물 함유 시제품과 황칠 열수 추출물은 동결건조

한 분말을 생리식염수에 10 mg/mL의 농도로 제조하여 경구 투여 하였으며, 에탄

올 대조군 그룹은 생리식염수를 경구 투여 하였다. 생리식염수, 황칠나무 잎 열수

추출물 및 황칠나무 잎 추출물 함유 시제품을 투여하고 30분이 경과한 후 40% 에

탄올을 이용하여 3 g/kg씩 경구 투여 하였다. 에탄올을 경구 투여 직전과 투여 후

1, 3, 5시간이 경과한 시점에 대퇴정맥에서 혈액을 채취한 후 헤파린 용기에 넣어

4℃, 3000 rpm에서 10분간 원심분리를 하여 혈장을 획득하였다. 획득한 혈장은 –

80℃에서 보관하며 실험에 사용하였다. 본 연구는 조선대학교 동물실험윤리위원회

의 승인 하에 실험동물의 사육 및 처치를 수행하였다(CIACUC2018–S0050).

나. 혈중 에탄올 농도 측정

에탄올 섭취 후 시간별로 채취한 혈장의 에탄올 농도는 alcohol assay kit

(Cell biolabs, INC., USA)를 이용하여 분석하였다(Bucher and Redetzkl, 1951). 혈

장 10 μL와 증류수, assay buffer, 효소 및 발색시약을 혼합한 시약 90 μL를 혼합

한 후 37℃에서 30분간 빛을 차단한 상태에서 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를

측정하였다. 혈장 대신 여러 농도로 희석한 에탄올을 이용하여 검량선을 작성하였

으며, 에탄올 농도와 540 nm에서 흡광도 간의 회귀방정식은 y=0.0055x+ 0.227 (y는

540 nm에서의 흡광도 이며, x는 에탄올 농도, r2=0.998)이었다. 혈장의 에탄올 농도

는 검량선을 이용하여 μM로 나타내었으며, 에탄올 투여 전 혈액을 이용하여 보정

하였다.



- 12 -

다. 혈중 아세트알데히드 농도 측정

Lundquist 방법의 acetaldehyde assay kit (BioAssay Systems, USA)를 이용

하여 혈장의 아세트알데히드 농도룰 확인하였다(Lundquist, 1974). 혈장 20 μL와

assay buffer, NAD/MTT soiution 및 효소 A와 B (A: NAD, B: ALDH)를 혼합한

반응액을 80 μL 혼합하여 실온에서 30분간 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 이때, 효소 A를 첨가하지 않은 반응액과 혈장을 혼합한 시험액을 이용하

여 보정한 후 농도별 아세트알데히드를 이용하여 검량선을 작성하여 혈중 아세트

알데히드 농도를 계산하였으며, 에탄올 투여 전 혈액을 이용하여 보정하였다. 아세

트알데히드 농도와 540 nm에서 흡광도 간의 회귀방정식은 y=0.0325x-0.0009 (y는

540 nm에서의 흡광도 이며, x는 아세트알데히드 농도, r2=0.999)이었다.

   [ A ]    [ B ]

Fig. 3. Standard curves of ethanol [ A ] and acetaldehyde [ B ] by colorimetric

method for determination of ethanol and acetaldehyde levels in serum.
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6. Xanthine oxidase 억제 활성

황칠나무 잎 추출물의 xanthine oxidase (XO) 억제 활성은 반응생성물인 요산

을 분광광도계로 측정하는 방법을 이용하여 확인하였다(Stripe and Della, 1969). 여

러 농도로 제조된 시료 50 μL와 2 mM xanthine 100 μL, PPB (Potassium

phosphate buffer) 300 μL를 혼합한 후 37℃ 수욕 상에서 30분간 방치하였다. 30분

이 경과한 후 0.2 unit/mL로 제조된 XO 50 μL를 첨가하여 37℃ 수욕 상에서 10분

간 방치한 후 1N HCl 500 μL를 첨가하여 반응을 종료시켰다. 반응이 종료된 시험

액 800 μL를 석영 셀에 옮겨 290 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광도를

이용하여 50%의 XO를 저해하는데 필요한 시료량(IC50)을 계산하였다. 양성 대조군

으로 통풍 치료에 사용되는 allopurinol을 사용하였으며, 황칠나무 잎 추출물의 XO

저해활성을 allopurinol에 대한 상대적 활성으로도 비교하였다.

7. 고요산혈증 유발 흰쥐에서 황칠나무 잎 추출물의 요산 저

하 효능

가. 실험동물의 사육 및 처치

5주령의 수컷 SD rat을 오리엔트바이오㈜로부터 구입하여, 온도 23±3℃, 습

도 55±15%, 12시간 간격의 명암주기 및 150∼300 Lux의 조도를 유지하며, 1주일간

사육환경에 적응시켰다. 적응기간 종료 후 각 군의 평균 체중이 최대한 균일하도록

무작위법으로 분배하여 8마리씩 정상군, 고요산혈증 유발 대조군, allopurinol 투여

군, 황칠나무 잎 추출물 50, 100, 200 mg/kg 투여군으로 나누어 실험을 진행하였

다. Potassium oxonate (0.5% sodium carboxymethyl cellulose with 0.1 M sodium

acetate, pH 5) 250 mg/kg를 Day 1, 3, 5 및 7에 복강 내 투여하여 고요산혈증을

유발하였다. 황칠나무 잎 추출물과 allopurinol은 3차 증류수를 이용하여 조제한 후

1회/일, 7일간 경구 투여하였으며, 유발물질을 투여하는 날에는 유발물질 투여 1시

간 후 투여하였다. 정상군과 고요산혈증 유발 대조군은 황칠나무 잎 추출물과

allopurinol 제조시 사용하였던 3차 증류수를 황칠나무 잎 추출물 및 allopurinol 투

여군과 동일한 방법으로 경구 투여하였다(Fig 3). 실험 마지막 날인 Day 7에 시험
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물질 투여 후 2시간 동안 소변을 수집하고, 후대정맥에서 채혈을 실시하였으며,

saline으로 관류를 실시하여 간과 신장을 적출하였다. 소변, 혈청 및 간과 신장 조

직은 –80℃에서 보관하며 실험에 사용하였다. 본 연구는 ㈜켐온의 실험동물운영위

원회의 승인 하에 실험동물의 사육 및 처치를 수행하였다(심의번호:2019-10-001).

Fig. 4. Time schedule of experiment of anti-hyperuricemic effects in vivo.

나. 요산 농도 측정

소변과 혈청의 요산 농도는 Uric Acid Colorimetric/Fluorometric Assay Kit

(BioVision, USA)를 이용하여 분석하였다. 시료 20 μL, assay buffer 46 μL, uric

acid probe 2 μL 및 uric acid enzyme mix 2 μL를 혼합하여 37℃에서 30분간 빛을

차단한 상태에서 반응시킨 후 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 소변과 혈청 내의

요산 농도가 40 nM이 초과하지 않도록 assay buffer를 이용하여 희석하여 사용하

였다.

다. Xanthine oxidase activity 측정

부검 시 적출한 간 조직 및 혈청으로 Xanthine Oxidase Activity Assay Kit

(Sigma-Aldrich, USA)를 이용하여 XO 활성을 측정하였다. 시료 50 μL, assay

buffer 44 μL, XO substrate mix 2 μL, XO enzyme mix 2 μL 및 fluorescent

peroxidase substrate 2 μL를 혼합한 후 570 nm에서 1차 흡광도를 측정한 후 25℃

에서 5분간 방치 후 570 nm에서 2차 흡광도를 측정하였다. 간 조직액과 혈청은

assay buffer을 이용하여 적절한 농도로 희석하여 사용하였다.
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8. 통계처리

실험 결과는 3회 이상 반복하여 측정한 결과의 평균값과 표준편차(mean ± SD)

로 나타내며 각 그룹 간의 통계학적 분석은 SPSS 12.0 (SPSS Inc, USA)을 사용

하였으며, one-way analysis of variance (ANOVA)를 이용하여 각 군 간의 측정치

를 비교하여, p<0.05인 경우 통계적으로 유의성이 있다고 판정하였다.
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제 3장 결과 및 고찰

제1절 추출 수율 및 성분 함량

1. 추출 수율

용매별 황칠나무 잎 추출물의 수율을 비교한 결과를 Table 5에 나타내었다. 황

칠나무 잎 열수 추출물의 수율이 24.14%로 황칠나무 잎 추출물들 중 가장 높은 것

으로 확인되었으며, 추출 용매의 에탄올 함량이 증가함에 따라 추출 수율이 감소하

는 것으로 확인되었다. 이러한 결과는 은행잎을 이용한 이 등 (2006)의 연구결과와

유사한 양상이었다.

Table 4. Yields of Dendropanax morbifera leaf extracts

Samples Yield (%)

DMWE 24.14

DM30EE 23.24

DM50EE 21.02

DM70EE 19.66

DMWE, water DMLE; DM30EE, DM50EE and DM70EE, 30%, 50%, and 70%

ethanol DMLEs, respectively.
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2. 성분 함량

Chlorogenic acid (CGA)는 식물의 2차 대사산물 중 하나로서 천연 자원 식물에

광범위하게 존재하는 무색의 폴리페놀계 화합물로 항균, 항산화, 항당뇨, 심혈관계

질환 예방 등 다양한 활성을 가지고 있다고 알려져 있다(Azuma et al., 2000;

Chenet al., 2008; Kang et al., 2006; Kim, 2005; Kwon et al., 2010; Ochiai et al.,

2004; Sayed et al., 2008). 한편, rutin은 C6-C3-C6의 기본구조를 가지는 대표적인

플라보놀 배당체로서 메밀에서 최초로 분리되었으며, 항산화, 항염증 등의 생리활

성을 가진다고 보고되어 있다(Choi et al., 1996; Yoon et al., 2012).

황칠나무 잎 추출물의 유효성분 함량을 확인하기 위하여 LC-MS/MS를 이용하

여 CGA와 rutin의 함량을 분석한 결과를 Table 6에 나타내었다. 황칠나무 잎 70%

에탄올 추출물의 CGA 함량은 21.46 mg/g, rutin의 함량은 29.54 mg/g으로 다른

황칠나무 잎 추출물들 보다 높은 함량을 나타내었다. 특히, 황칠나무 잎 열수 추출

물과 비교하였을 때 CGA와 rutin의 함량이 약 3배 정도 높은 것으로 확인되었다.

이러한 결과는 최 등 (2018)의 연구 결과와 유사하게 추출 용매 중 에탄올의 함량

이 감소함에 따라 CGA와 rutin 함량도 감소하는 경향을 보였다.
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Table 5. Chlorogenic acid and rutin contents in Dendropanax morbifera leaf

extracts

Samples
Chlorogenic acid

(mg/g)

Rutin

(mg/g)

DMWE 6.42 ± 0.02d 10.39 ± 0.06d

DM30EE 13.25 ± 0.24c 16.39 ± 0.22c

DM50EE 17.42 ± 0.30b 23.74 ± 0.31b

DM70EE 21.46 ± 0.12a 29.52 ± 0.13a

DMWE, water DMLE; DM30EE, DM50EE and DM70EE, 30%, 50%, and 70%

ethanol DMLEs, respectively. All values are mean±SD (n=3). Different

superscript letters in same concentration show significant differences at p<0.05

by one-way ANOVA.
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제2절 황칠나무 잎 추출물의 항산화 효과

1. DPPH 라디칼 소거 효능

에탄올이 인체 내에서 분해하는 과정 중 발생되는 활성산소종(ROS)로 인해 산

화 스트레스에 노출되며 방어기전으로 항산화 물질을 분비하지만 과도한 음주로

인해 항산화 방어기전의 균형이 깨지면 세포의 노화 및 여러 질병이 발생할 수 있

다. 에탄올에 의한 산화 스트레스를 최소화하기 위해 항산화 물질을 섭취하는 것이

중요하며, 합성 항산화제의 부작용을 최소화할 수 있는 천연물 유래의 항산화 물질

을 찾기 위한 연구가 꾸준히 이어지고 있다(Albano, 2006; Choi et al., 1997; Lee et

al., 2006). 항산화 물질의 전자공여능 또는 free radical 소거능을 측정하는데 많이

이용되고 있는 DPPH를 이용하여 황칠나무 잎 추출물 및 황칠 유효성분의 항산화

활성을 확인하여 50%의 DPPH 라디칼을 소거하는데 필요한 시료의 농도(SC50)로

나타내었다(Table 7). 황칠나무 잎 추출물의 경우 추출용매인 에탄올의 함량이 증

가할수록 항산화 활성이 증가하는 경향을 보여주었으며, 황칠의 유효성분 중 하나

인 CGA의 경우 양성대조군으로 사용한 Vit C와 통계적으로 같은 활성을 나타낼

정도로 높은 활성을 보여주었다. 천연물의 항산화 활성이 식물에 함유되어 있는 유

효성분의 추출방법에 따라 차이가 난다고 알려져 있는 점을 미루어 볼 때(Kang et

al., 1996), 추출용매인 에탄올 함량이 증가할수록 CGA의 함량이 증가하여 항산화

효능이 증가한 것으로 판단되어진다. 하지만 DPPH 라디칼 소거 활성을 양성대조

군에 대한 상대적 활성으로 비교하면, 황칠나무 잎 추출물의 경우 5∼6%로 Vit C

보다 낮은 활성을 보여주었다. 황칠의 유효성분 중 하나인 rutin은 약 15%로 Vit

C보다 낮은 활성을 보여주었지만, CGA의 경우 약 140%로 양성대조군인 Vit C보

다 높은 활성을 보여주었다.
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Table 6. DPPH radical-scavenging ability of Dendropanax morbifera leaf

extracts and its active compounds

Samples SC50 (μg/mL) Relative activity (%)

DMWE 102.53 ± 3.59e 5.36

DM30EE 89.23 ± 2.36d 6.16

DM50EE 85.13 ± 3.13d 6.46

DM70EE 78.93 ± 0.58c 6.97

CGA 3.94 ± 0.05a 139.48

Rutin 37.60 ± 3.42b 14.63

Vit C 5.50 ± 0.40a 100.00

DMWE, water DMLE; DM30EE, DM50EE and DM70EE, 30%, 50%, and 70%

ethanol DMLEs, respectively. CGA, chlorogenic acid; Vit C, ascorbic acid. All

values are mean±SD (n=3). 1) SC50 value is concentration of each samples for

activity scavenging 50% of DPPH radical. 2) Relative activity: a ratio of SC50

value compared to ascorbic acid used as positive control. Different superscript

letters in same concentration show significant differences at p<0.05 by one-way

ANOVA.
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2. DCFH-DA 측정법을 이용한 ROS 소거 효능

유산소 호흡을 하는 생명체의 경우 호기성 물질대사 과정 중 전자전달계의 부

산물로 산소유래의 화학적 반응성이 큰 superoxide, hydroxyl radical, 과산화수소,

nitric oxide 등의 ROS를 생성하게 된다(Lee et al., 2000). 비정상정인 대사 혹은

외부자극에 의해 항산화 기전에 불균형을 야기되어 산화 스트레스가 발생하면

DNA 변성, 세포막 지방, 단백질의 산화와 변성 및 대사 장해와 각종 질병을 유발

하게 된다(Frilich and Riederer, 1995; Mattia et al., 1993; Shacter et al., 1988;

Zelman et al., 1988). 세포 내로 확산해 들어가서 H2O2 및 hydroxyl radical에 의

해 형광물질로 전환되는 DCFH-DA를 이용하여 세포 내 ROS를 정량한 결과를

Fig. 5에 나타내었다(Rothe and Valet, 1990). 시료를 50 μg/mL 처리하였을 때 모

든 실험군에서 50% 이하의 ROS 소거능을 보였으나 이는 양성대조군인 Vit C와

비슷한 활성으로 평가되었다. 고농도(100 μg/mL)로 시료를 처리하였을 때, DPPH

라디칼 소거 활성 평가 결과와 다르게 50% 에탄올을 추출용매로 사용한 황칠나무

잎 추출물의 ROS 소거능이 84.86%로 가장 높았으며, 황칠나무 잎 70% 에탄올 추

출물은 57.69%로 시료 가운데 가장 낮은 ROS 소거능을 보였다. 황칠의 유효성분

인 CGA와 rutin은 각각 64.85%, 66.37%로 황칠나무 잎 50% 에탄올 추출물보다 낮

은 ROS 소거활성을 보였지만 56.53%의 ROS 소거능을 보여준 Vit C보다는 높은

활성으로 확인되었다. 이러한 결과는 황칠나무 잎 추출물에서 세포 내 ROS를 소거

하는 활성성분을 효과적으로 추출하기 위해서는 50% 이하의 에탄올을 이용하는

것이 바람직하다고 판단되었으며, 현재 항산화제로 널리 이용되는 Vit C보다 높은

활성을 확인하였으므로 구체적인 유효성분 및 항산화 메커니즘을 규명함으로써 황

칠나무 잎 추출물을 새로운 천연 항산화 소재로 개발할 수 있을 것으로 판단되었

다.

황칠나무 잎 추출물의 추출 수율, 유효성분의 함량 및 항산화 효과를 확인한 결

과와 생산과정 중에 에탄올의 100% 회수가 불가능하며 대용량 추출을 수행하는

과정에서 에탄올 함량이 증가하면 위험성이 증가할 수 있다는 점 등을 고려하였을

때, 30% 에탄올을 추출용매로 사용한 황칠나무 잎 추출물을 사용하는 것이 황칠

함유 기능성 제품을 산업화하기에 가장 합리적일 것으로 판단되어진다.
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Fig. 5. ROS-scavenging activities of Dendropanax morbifera leaf extracts and

its active compounds. DMWE, water DMLE; DM30EE, DM50EE and DM70EE,

30%, 50%, and 70% ethanol DMLEs, respectively. CGA, chlorogenic acid; Vit C,

ascorbic acid. All values are mean±SD (n=3). Different superscript letters in

same concentration show significant differences at p<0.05 by one-way ANOVA.
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제3절 황칠나무 잎 추출물의 세포독성 및 에탄올 유도

간독성 예방 효과

1. MTT assay를 이용한 Hep3B 세포 생존율

황칠나무 잎 추출물에 대한 세포 독성을 확인하기 위해 간암세포주인 Hep3B

세포를 대상으로 MTT assay를 이용하여 세포 생존율을 확인하였다. 시료를 5∼

0.5 mg/mL의 농도로 처리하여 50%의 세포 생존율을 나타내는데 필요한 시료의

농도를 산출한 IC50 값은 Table 7에 나타내었다. 황칠나무 잎 열수 추출물의 IC50

값이 2.08 mg/mL로 황칠나무 잎 에탄올 추출물들 보다 낮은 세포 독성을 보였다.

황칠나무 에탄올 추출물들의 경우 추출용매로 사용한 에탄올의 함량이 높아질수록

세포독성이 높아지는 경향을 보였으나 통계적 유의는 확인할 수 없었다. 하지만 모

든 황칠나무 잎 추출물의 IC50 값이 1 mg/mL 이상의 값을 보여줌으로써 우려할

만한 독성은 없는 것으로 확인되었다.
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Table 7. Effect of Dendropanax morbifera leaf extracts on Hep3B cell viability

Samples IC50 (mg/mL)
1)

DMWE 2.08 ± 0.16a

DM30EE 1.23 ± 0.00b

DM50EE 1.19 ± 0.02b

DM70EE 1.11 ± 0.01b

DMWE, water DMLE; DM30EE, DM50EE and DM70EE, 30%, 50%, and 70%

ethanol DMLEs, respectively. All values are mean±SD (n=3). 1)IC50 value is

concentration of each samples for inhibition 50% of cell viabilities. Different

superscript letters in same concentration show significant differences at p<0.05

by one-way ANOVA.
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2. 황칠나무 잎 추출물의 에탄올 유도 간독성 예방 효과

가. 에탄올 처리 농도에 따른 세포독성

황칠나무 잎 추출물 함유 시제품의 에탄올에 의한 간독성 예방 효과를 확인하

기 위한 시험의 적정 에탄올 농도를 결정하기 위하여 간암세포주인 Hep3B 세포에

여러 농도의 에탄올을 처리하여 세포독성을 확인한 결과(Fig. 6), Neuman 등

(1993)의 연구 결과와 유사하게 농도 의존적으로 세포생존율이 낮아지는 것을 확인

할 수 있었으며, 세포생존율의 추이를 살펴본 결과 2.5%에서 5%로 에탄올의 농도

가 증가하는 구간의 기울기가 가장 큰 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과를 토대

로 에탄올에 의한 간독성 예방 효과를 비교하기에 적정한 에탄올 농도는 5%로 판

단되었다.

Fig. 5. Hep3B cell viabilities as a function of different concentrations of ethanol.

All values are mean±SD (n=5).
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나. 에탄올 유도 간독성 예방 효과

에탄올은 아세트알데히드, 산화스트레스, 항산화 억제, 지방축적 등의 작용을

통해 간손상을 일으킨다. 대표적인 간독성 물질로 알려진 아세트알데히드는 에탄올

이 간에서 분해되는 과정에서 생성되는 물질로 반응성이 강하여 세포손상을 유발

하며, 과량의 에탄올 섭취는 과량의 ROS를 생성함으로써 산화스트레스를 유발하게

된다(Lieber, 1990; Matysiak-Budnik et al., 1996; Teschke et al., 1976),. 또한 과

도한 음주 시 체내 항산화제로 알려진 글루타치온과 결합하여 항산화 작용을 억제

할 뿐만 아니라 에탄올 대사과정 중 일부가 지방산으로 전환되어 중성지방의 형태

로 간에 축적되어 지방간이 발생하며, 여러 가지 간질환을 유발한다(Keshavarzian

et al., 1994; Park, 2008).

황칠나무 잎 추출물의 에탄올에 의한 간독성 예방 효과를 확인하기 위해 간암

세포주인 Hep3B 세포에 30분 전에 시료를 전처리한 후 5% 에탄올을 처리하고 시

료와 에탄올 대신 PBS를 처리하였을 때의 흡광도를 100%로 하여 상대적인 세포생

존율을 계산한 결과(Fig. 7), 50 μg/mL의 농도로 황칠나무 잎 추출물들을 처리하였

을 때에는 에탄올 유도 간독성 보호효과를 확인할 수 없었다. 하지만 200 μg/mL의

농도로 시료를 처리하였을 때, 실험에 사용된 모든 황칠나무 잎 추출물에서 에탄올

유도 간독성 보호효과를 확인 할 수 있었다. 특히 황칠나무 잎 30%와 50% 에탄올

추출물들의 세포 생존율은 각각 56.94%, 61.49%로 에탄올만 처리한 실험군

(28.32%)보다 2배 이상 높은 세포 생존율을 보였다.
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Fig. 7. Preventive effect of Dendropanax morbifera leaf extracts on ethanol-

induced hepatotoxicity. DMWE, water DMLE; DM30EE, DM50EE and DM70EE,

30%, 50%, and 70% ethanol DMLEs, respectively. + E, exposed to 5% ethanol.

All values are mean±SD (n=3). Different superscript letters in same

concentration show significant differences at p<0.05 by one-way ANOVA.
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3. 에탄올 투여 흰쥐에서 황칠나무 잎 추출물의 혈중 에탄올 및 아

세트알데히드 농도 변화

가. 흰쥐의 혈중 에탄올 농도

황칠나무 잎 추출물 함유 시제품과 황칠나무 잎 열수 추출물의 혈중 에탄올

농도 변화를 살펴보기 위해 S.D. rat를 대상으로 시료를 경구 투여하고 30분이 경

과한 후 3 g/kg의 용량으로 에탄올을 경구 투여하여 1시간, 3시간, 5시간이 지난

후 혈중 에탄올 농도를 측정하였다. 에탄올 대조군 그룹보다 황칠나무 잎 열수 추

출물과 황칠나무 잎 추출물 함유 시제품을 경구 투여한 그룹의 혈중 에탄올 농도

가 현저하게 낮아졌다. 또한 에탄올 대조군 그룹의 경우 5시간까지 혈중 에탄올 농

도가 증가하였다. 이러한 결과는 Shumate 등 (1967)의 연구에서 알코올을 경구 투

여하고 시간이 경과함에 따라 알코올 농도가 달라지며, 경구 투여 후 60∼90분에

최고치를 기록한다는 보고와는 다른 경향을 보여주었지만, 알코올 경구 투여 후 5

시간까지 혈중 에탄올의 농도가 계속해서 증가한다는 Kim (2015)의 연구와는 유사

한 결과이다. 황칠나무 잎 열수 추출물과 황칠나무 잎 추출물 함유 시제품을 경구

투여한 그룹의 혈중 에탄올 농도는 3시간 후에 최대값을 보였고, 5시간 후에는 에

탄올 농도가 낮아졌다(Fig. 8). 이와 같은 결과는 황칠나무 잎 추출물이 에탄올의

흡수를 억제하는 기능도 수행하고, 체내에 흡수된 에탄올의 분해를 촉진하는 기능

도 가지고 있는 것으로 해석된다.
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Fig. 8. Effects of Dendropanax morbifera leaf extract on ethanol levels in

plasma of ethanol-treated rats. DMWE, water DMLE; Prototype, product contain

with ratio 7:3 of the 30% ethanol DMLE and the water extract from pedicel of

Hovenia dulcis.
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나. 흰쥐의 혈중 아세트알데히드 농도

알코올을 과다하게 섭취할 경우, 두통, 설사, 구토 등의 신체적 증상을 숙취라

한다. 숙취의 발현 기전은 현재까지 많은 연구를 통하여 제시되었지만, 정설은 알

콜 대사과정 중에 생성되는 아세트알데히드에 의한 것이라는 이론이 받아들여지고

있다. 혈중 아세트알데히드 농도가 높을 경우 아세트알데히드는 간세포에 잔류하면

서 미토콘드리아의 기능을 저해하며, 중추신경계에 유해한 영향을 미친다고 알려져

있다(Harburg et al., 1993; Mezey, 1980; Lieber and Decarli, 1970; Wiese et al.,

2000).

흰쥐의 혈중 아세트알데히드 농도를 측정한 결과(Fig. 9), 에탄올 대조군 그룹

의 혈중 아세트알데히드의 농도는 혈중 에탄올 농도의 결과와 비슷하게 시간경과

와 더불어 농도가 계속 증가하는 것으로 확인되었다. 그러나 황칠나무 잎 열수 추

출물과 황칠나무 잎 추출물 함유 시제품을 경구 투여한 그룹의 경우 1∼3시간 동

안 에탄올 대조군 그룹보다 오히려 높은 혈중 아세트알데히드 농도를 보였으며, 3

시간에서 최대값을 나타내었다. 그러나 5시간이 경과한 후에는 혈중 아세트알데히

드의 농도가 현저하게 낮아지는 것을 확인할 수 있었다. 이 같은 결과는 황칠나무

잎 추출물이 알콜 섭취 후 3시간까지는 에탄올을 아세트알데히드로 전환시켜 혈중

아세트알데히드 농도가 약간 증가하지만 3시간이 경과한 이후에는 아세트알데히드

의 분해를 촉진시켜서 혈중 아세트알데히드 농도가 감소하는 것으로 생각된다.

CCL4로 유도한 흰쥐 간 섬유화 모델에서 황칠나무 잎 30% 에탄올 투여군이

식품의약품안전처에서 간기능 개선 기능성 식품원료로 인증한 밀크씨슬 추출물의

주성분인 실리마린 투여군보다 혈청 내 AST와 ALT를 효과적으로 감소시킨다는

김 (2018)의 연구 결과와 황칠나무 잎 추출물이 에탄올 유도 간독성 예방 효과를

가지며 알콜 섭취 후 혈중 에탄올을 현저하게 감소시킬 뿐만 아니라 대표적인 간

독성 물질인 아세트알데히드의 혈중농도 또한 감소시킨다는 결과를 연관지어볼 때

황칠나무 잎 추출물을 이용한 간기능 개선 효과를 갖는 기능성 제품 개발 가능성

을 확인할 수 있었다.
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Fig. 9. Effects of Dendropanax morbifera leaf extract on acetaldehyde levels in

plasma of ethanol-treated rats. DMWE, water DMLE; Prototype, product contain

with ratio 7:3 of the 30% ethanol DMLE and the water extract from pedicel of

Hovenia dulcis.
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제4절 황칠나무 잎 추출물의 고요산혈증 예방 효과

1. Xanthine oxidase 저해 활성

Xanthine oxidase (XO)는 다양한 생명체에서 존재하며 퓨린 대사에 관여하는

효소로서, 퓨린계 물질인 xanthine과 hypoxanthine을 산화시켜 요산을 생성하며,

이 과정에서 산소분자를 수소 수용체로 이용하여 ROS를 생성하게 된다(Kim et

al., 2007; Lee et al., 2017). 또한 요산이 체내에 과잉 축적되어 야기되는 고요산혈

증의 원인 효소로 알려져 있다.

황칠나무 잎 추출물 및 유효성분의 XO 저해 활성을 살펴본 결과를 Table 9에

나타내었다. 황칠 열수 추출물과 농도별 에탄올 추출물을 비교한 결과, 에탄올의

농도가 높아질수록 XO 저해 활성이 높아졌으며, 이러한 결과는 김 등 (2007)의 결

과와 유사한 경향이었다. 또한 황칠나무 잎 추출물의 유효성분 가운데 CGA는 69.07

μg/mL의 IC50값을 나타냄으로써, 양성대조군 보다는 낮지만 분석 대상 시료 가운데

는 가장 높은 활성을 보였다. 하지만 rutin은 IC50이 1000 μg/mL 이상의 값을 가지

는 것으로 확인됨으로써 XO 저해 활성이 거의 없다고 판단하였다.

황칠나무 잎 추출물과 유효성분의 XO 저해 활성을 XO 억제제로 현재 널리 사

용중인 allopurinol에 대한 상대적인 활성으로 비교하면, CGA가 14.85%로 가장 높

은 활성을 나타냈으며, 황칠나무 잎 에탄올 추출물의 경우 에탄올의 농도가 높을수

록 활성도 높아지는 것으로 확인되었다. 이러한 결과를 종합하여볼 때, 황칠나무

잎 추출물의 CGA의 함량이 XO 저해 활성과 밀접한 관련이 있음을 확인할 수 있

었다.
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Table 8. Xanthine oxidase inhibition activity of Dendropanax morbifera leaf

extracts and its active compounds

Samples IC50 (μg/mL)
1) Relative activity (%)2)

DMWE 527.07 ± 10.25f 1.95

DM30EE 441.90 ± 5.15e 2.32

DM50EE 324.29 ± 1.08d 3.16

DM70EE 216.98 ± 7.41c 4.73

CGA 69.07 ± 2.85b 14.85

Rutin > 1000 -3)

Allopurinol 10.25 ± 0.26a 100.00

DMWE, water DMLE; DM30EE, DM50EE and DM70EE, 30%, 50%, and 70%

ethanol DMLEs, respectively. CGA, chlorogenic acid. All values are mean±SD

(n=3). 1) IC50 value is concentration of each samples for activity inhibition 50%

of xanthine oxidase. 2) Relative activity: a ratio of IC50 value compared to

allopurinol used as positive control. 3) Not identified. Different superscript letters

in same concen- tration show significant differences at p<0.05 by one-way

ANOVA.
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2. 고요산혈증 유발 흰쥐의 고요산혈증 예방 효과

가. 흰쥐의 혈청 및 소변 내 요산 농도

황칠나무 잎 30% 에탄올 추출물이 potassium oxonate를 이용하여 고요산혈증

을 유발한 흰쥐의 요산 농도에 미치는 영향을 알아본 결과를 Table 10에 나타내었

다. 정상군과 고요산혈증 유발 대조군을 비교한 결과 통계적으로 유의하게 혈청 내

에서는 요산 농도가 증가하였으며, 소변에서는 감소하는 경향을 보여주었다

(p<0.05).

혈청 내 요산 농도의 경우, 황칠나무 잎 30% 에탄올 추출물 투여군이 고요산

혈증 유발 대조군보다 통계적으로 유의하게 요산 농도가 감소하는 것을 확인할 수

있었으며, 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 투여군에서는 각각 3.20 mg/dL, 3.22

mg/dL의 혈청 내 요산 농도를 나타냄으로써 농도 차이가 거의 없었지만, 200

mg/kg 투여군에서는 3.06 mg/dL로 요산 농도가 감소하는 것을 확인할 수 있었다.

그러나 현재 통풍치료제로 사용하는 allopurinol 투여군의 경우 정상군보다도 낮은

혈청 내 요산 농도를 나타내었다.

소변 내 요산 농도도 혈청 내 요산 농도의 결과와 비슷하게 통계적으로 유의

하게 고요산혈증 유발 대조군보다 소변 내 요산 농도가 낮아지는 것을 확인할 수

있었다. 황칠나무 잎 30% 에탄올 추출물 50 mg/kg 투여군과 100 mg/kg 투여군에

서 각각 1.32 mg/dL, 1.31 mg/dL의 소변 내 요산 농도를 나타냄으로써 혈청 내 요

산 농도 결과와 비슷하게 큰 차이를 확인할 수 없었다. 하지만 황칠나무 잎 30%

에탄올 추출물을 고용량(200 mg/kg)으로 투여하였을 때 소변 내 요산 농도는 2.00

mg/dL로 혈청 내 요산 농도 결과와는 반대로 소변 내 요산 농도는 증가하는 경향

을 보여주었으나 농도에 따른 통계적 유의는 확인할 수 없었다.

위와 같은 결과로부터 고용량의 황칠나무 잎 추출물은 혈액 내의 요산 농도는

감소시키며, 소변으로의 요산 배출은 증가시키는 두 가지 작용을 통해 고요산혈증

을 완화시킬 수 있는 가능성이 있음을 확인할 수 있었다.
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Table 9. Effect of Dendropanax morbifera leaf extracts on uric acid levels in

serum and urine in the hyperuricemia rat model

unit : mg/dL

Samples Serum Urine

NC 1.99 ± 0.31* 8.56 ± 2.60*

VC 3.98 ± 0.56c 3.75 ± 2.55b

DM-50 mg/kg 3.20 ± 0.26b 1.32 ± 0.61a

DM-100 mg/kg 3.22 ± 0.35b 1.31 ± 0.60a

DM-200 mg/kg 3.06 ± 0.36b 2.00 ± 1.21a

Allopurinol 0.52 ± 0.16a 0.81 ± 0.24a

NC, nomal control group; VC, vehicle control group; DM, group to administer

30% ethanol DMLE. All values are mean±SD (n=3). *, significantly different

from VC, p<0.05. Different superscript letters in same concentration show

significant differences at p<0.05 by one-way ANOVA.
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나. 흰쥐의 혈청 및 간 xanthine oxidase activity

고요산혈증을 유발한 흰쥐에 황칠나무 잎 30% 에탄올 추출물을 투여하였을

때 혈청 및 간 내 XO activity를 측정한 결과를 Table 11에 나타내었다. 혈청과 간

조직액에서의 XO activity의 경우 정상군과 고요산혈증 유발 대조군을 비교하였을

때, XO activity의 변화는 없는 것으로 확인되었다.

혈청에서 XO activity는 XO 저해제로 사용되는 allopurinol 투여군이 0.35

mg/dL로 가장 높은 활성을 보였으나, 나머지 그룹의 XO activity는 고요산혈증 유

발 대조군과 비교하였을 때 통계적으로 유의한 변화를 확인할 수 없었다.

황칠나무 잎 30% 에탄올 추출물 투여군에서 고요산혈증 유발 대조군보다 XO

activity가 감소하는 것을 확인하였으며, 200 mg/kg 투여군은 저용량 투여군과 비

교하였을 때 통계적으로 유의하게 XO activity를 감소시키는 것으로 확인되었다.

따라서 황칠나무 잎 30% 에탄올 추출물이 간 내 XO activity를 저해하여 혈액 내

의 요산 농도를 저하시키는 것으로 생각되었다.
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Table 10. Effect of Dendropanax morbifera leaf extracts on xanthine oxidase

activity in serum and liver in the hyperuricemia rat model

Samples Serum (mg/dL) Liver (mU/mg protein)

NC 1.03 ± 0.05 0.049 ± 0.003

VC 0.96 ± 0.06b 0.046 ± 0.005d

DM-50 mg/kg 1.00 ± 0.04b 0.043 ± 0.002c

DM-100 mg/kg 0.94 ± 0.03b 0.043 ± 0.002c

DM-200 mg/kg 0.94 ± 0.07b 0.037 ± 0.002b

Allopurinol 0.35 ± 0.01a 0.024 ± 0.001a

NC, nomal control group; VC, vehicle control group; DM, group to administer

30% ethanol DMLE. All values are mean±SD (n=3). Different superscript letters

in same concentration show significant differences at p<0.05 by one-way

ANOVA.
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제 4장 요 약

30%, 50%, 70% 에탄올 및 증류수를 추출용매로 사용하여 획득한 황칠나무 잎

추출물(DMLE)의 에탄올 유도 간독성 및 고요산혈증 예방 효과를 확인하였다.

DMLEs의 수율은 19.66%∼24.14%로, 이중 열수 DMLE의 수율이 가장 높았으며,

에탄올의 함량이 높아질수록 DMLEs의 CGA와 rutin의 함량이 높아지는 것으로 확

인되었다. DMLEs의 항산화 효과를 비교하기 위하여 DPPH 라디칼 소거 효능과

세포 내 활성산소종 (ROS) 소거 활성을 측정하였다. 70% 에탄올 DMLE가 78.9 μ

g/mL의 IC50 값을 보이며 추출물들 중 가장 높은 DPPH 라디칼 소거 효능을 나타

냈다. DCFH-DA 분석법을 이용하여 확인한 세포 내 ROS 소거 활성은 50% 에탄

올 DMLE가 84.9%의 소거율로 가장 높은 활성을 나타냈고, 이어서 30% 에탄올,

열수, 70% 에탄올 DMLEs 순으로 확인되었다. MTT assay를 이용하여 Hep3B 세

포에서 세포독성을 확인한 결과, DMLEs의 IC50 값이 2.08∼1.11 mg/mL로 우려할

만한 독성은 없는 것으로 확인되었다. 에탄올 유도 간독성 예방 효과를 확인하기

위해 Hep3B 세포에 DMLEs를 50∼200μg/mL의 농도로 30분 전에 전처리 후 에탄

올을 5%로 처리하여 24시간 배양하였다. 30% 및 50% 에탄올 DMLEs 처리군이

높은 세포 생존율을 나타냄으로써 에탄올 유도 간독성 예방 효과를 확인하였다. 또

한 30분 전에 열수 DMLE를 전처리한 후 3 g/kg으로 에탄올을 투여한 흰쥐에서

에탄올 투여하고 1, 3 및 5 시간 경과한 시점에서 혈장 에탄올과 아세트알데히드의

농도를 측정하였다. 열수 DMLE 투여군은 에탄올 대조군 그룹과 비교시 5시간 동

안 에탄올 농도가 낮은 것으로 확인되었으며, 아세트알데히드의 농도는 3시간까지

는 에탄올 대조군 그룹보다 높았으나, 5시간 경과한 시점에는 열수 DMLE 투여군

의 혈중 아세트알데히드 농도가 현저하게 감소되었다. DMLEs의 xnathine oxidase

(XO)를 50% 저해하는 농도는 60∼527 μg/mL로 확인되었다. 이러한 결과에 기초

하여 30% 에탄올 DMLE를 선택하여 potassium oxonate를 투여하여 고요산혈증을

유발한 흰쥐에서 고요산혈증 예방 효과를 확인하였다. 30% 에탄올 DMLE 투여군

은 고요산혈증 유발 대조군보다 혈청 및 소변에서 요산 농도가 감소하였으며, 간의

XO activity를 억제하였다. 하지만 혈청 XO activity에는 거의 영향을 미치지 못하

였다.

이상의 결과를 종합하면, DMLEs는 in vitro에서 항산화 활성 및 에탄올 유도 간
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독성 보호효과를 나타내고 in vivo에서 간의 XO 활성을 억제하여 고요산혈증 예방

효과를 보였으며, DMLE 중 비용․효능성을 고려할 때 30% 에탄올 DMLE가 기능

성 제품 개발에 적합한 후보물질로 생각된다.
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