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ABSTRACT

Antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective effects of 
Torreya nucifera organic solvent extract containing monoterpene

Jun-geon Kim

Advisor: Prof. Hyun-Jae Shin, Ph.D.

Department of Beauty and Cosmetology,

Graduate School of Industrial Technology and Entrepreneurship,

Chosun University

Torreya nucifera leaves have excellent antioxidant effects, high flavonoid and poly-

phenol content, and have anti-inflammatory and cognitive function improvement effects. 

Monoterpenes are aromatic substances that are common and widely distributed in natu-

ral plants and have been widely used in complementary and integrative therapies and 

alternative medicine since ancient times. In particular, monoterpenes such as limonene 

and pinene have excellent antioxidant, antibacterial, and anti-inflammatory effects. 

Monoterpenes penetrate the body through the skin and nasal passages, travel to the 

blood vessels, circulate throughout the body, and affect the human body. In this study, 

the antioxidant, anti-inflammatory, and cognitive function improvement effects of 

Torreya nucifera leaves extract were confirmed using supercritical extraction and an or-

ganic solvent in which terpene-based aromatic substances are relatively highly dissolved 

among solvents for producing plant extracts. 



1

제 1장 서론

  제 1절 연구의 배경

현대 사회는 빠르게 변화하고 있으며, 날이 갈수록 그 변화의 속도에 가속도가 

붙고 있다. 끊임없이 변화하는 세상에 적응하기 위해 끊임없는 자기 계발과 발전이 

요구되는 시대이며, 이에 수반되는 스트레스와 질병 또한 만연해있다.

스트레스는 필연적으로 수면의 질 저하, 호르몬 변화 등을 유발하는데 이러한 환

경이 지속되면 뇌 신경에 미세한 염증이 발생하게 된다. 지속적인 염증 반응은 조

직의 손상 및 발열 등의 증상을 유도한다[1]. 이와 같은 조직 손상으로 인한 반응

으로 머리에 안개가 낀 것처럼 멍한 느낌이 지속되는 브레인 포그(brain fog)가 있

다. 브레인 포그는 정신적 예리함과 인지력 저하, 집중력 저하, 멀티태스킹 능력 저

하, 단기 및 장기 기억 상실 등을 포함하는 일련의 증상으로[2], 집중력 감소와 기

억력 저하, 피로감, 우울 등의 증상을 동반하며 계속 방치하면 치매 발병 위험 또

한 높아진다.

스트레스를 받으면 필연적으로 증가하는 산화 스트레스도 조직 손상, 염증을 일

으키는데 이와 같은 산화 스트레스, 염증 반응, 신경 손상 등은 결과적으로 인지기

능의 손상을 불러오기 때문에 이를 막기 위해서는 스트레스와 염증 관리 등이 필

요하다.

다양한 스트레스에 노출된 현대인들의 건강과 힐링에 관심이 높아지고 있으며 

이를 생활 속에서 해소하고자 하는 욕구도 높아지고 있다[3]. 이런 스트레스와 질

병에 노출되어있는 현대인들에겐 간편하고 간단하게 일상생활에서 심신의 건강을 

챙길수 있는 방법이 필요하며, 이런 사회적 배경에 따르면 간략한 방법으로 심신의 

건강과 신경보호에 도움을 줄 수 있는 물질이나 방법론이 요구된다.

일상생활에서 심신의 건강을 챙길수 있는 방법으로 명상, 운동, 산책 등이 있지

만 그중에서도 일상생활과 밀접한 관계를 지닌 화장품의 활용이 효과적일 수 있다. 

근래 이어져 온 연구들에 의하면 화장품을 바르고 향수를 뿌리거나 하는 행위, 화

장품을 사용하며 느끼는 만족감 등에 의해 노인의 치매 행동의 감소 되는 경향이 

있다고 보고된 바 있다. 또한 레몬, 장미 등의 특정 향기를 맡으면 스트레스가 완

화되고 일시적으로 집중력이나 기억력이 상승한다는 연구 결과가 있는데[4, 5], 특
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정 향을 맡음으로써 집중, 기억력이 일시적으로 상승하는 것은 피부와 비강 등을 

통해 체내로 침투한 향 분자가 뇌와 혈관 등을 돌며 몸에 직접적으로 영향을 미치

기 때문으로 사료 된다.

이와 같은 향기를 활용하는 향수나 방향 제품 일부 또한 화장품에 속한다. 기초 

화장품이나 자외선 차단제 등 그 밖의 다양한 화장품에서도 제품 이미지 구축과 

사용감 개선 등을 위해 향기를 활용하는 경우가 많아 향기를 포함한 화장품의 활

용이 일상생활의 스트레스 해소와 심신 건강에 대한 유용한 케어방법 중 하나가 

될 수 있을 것으로 판단된다. 또한 피부가 중추신경계와 직접적으로 연결되어 있어 

살아있는 감각 수용 기관으로 볼 수 있다는 연구 결과가 있는데[6], 이를 뉴로코스

메틱이라고 부른다. 화장품을 바르거나 하는 행위로 치매 행동이 감소하는 경우가 

바로 이 피부와 감각신경 사이의 상호관계, 뉴로코스메틱과 연관이 있을 것으로 사

료 된다.

따라서 본 연구에서는 화장품의 소재로 주로 이용되는 천연물, 그중에서도 식물 

자원을 활용하고자 한다. 특히 비자나무는 피부와 비강을 통해 흡수되어 집중력과 

기억력, 항산화 등 각종 생리활성에 영향을 미치는 것으로 보고된 바 있는 모노테

르펜 리모넨을 다량 함유한 것으로 알려진 바 있다. 이런 특성을 활용하여 비자나

무 잎의 항산화와 항염증, 신경보호 효과를 검증하고 활성 성분을 분석하기 위해 

본 실험을 진행하였다. 본 연구의 목적은 모노테르펜이 함유된 비자나무 잎의 항산

화, 항염증, 신경보호, 그러니까 항치매 효능에 대해 검증하고 이를 이용하여 치매

를 완화할 수 있는 방향 제품을 개발하는 것이다(Figure 1).
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Figure 1. Development of cosmetics using Torreya nucifera L.
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    1. 식물 원료의 활용

식물에는 항산화, 항염증, 항비만, 신경보호, 간 기능 개선, 피부 연화, 피부 보습 

등 다양한 분야에 뛰어난 효능을 보이는 활성 화합물들이 많이 함유되어있어 예로

부터 화장품과 약재 등의 원료로 사용되어왔다[7, 8]. 약용 식물에서 발견되는 활성 

화합물은 식물의 자연적인 대사에 의해 생성되는 물질이며 많은 인간 질병과 기능 

개선에 효과적이다. 의약품 개발을 위한 식물 화학 물질의 평가는 최근 수십 년 동

안 광범위하게 이루어졌지만 이러한 식물 중 극소수만이 철저한 과학적 검사를 받

았다. 따라서 이들 식물과 화합물의 생리활성에 대한 심도 있는 연구가 필요하다. 

오늘날에도 역사적으로 사용된 식물과 식물에서 파생된 성분 중 일부는 여전히 약

리학적으로 중요하게 활용되고 있으며, 현재 시판 중인 약재 중에서도 식물에서 추

출한 성분을 주원료로 사용하는 경우가 많다. 진통제로 분류되는 아스피린이 대표

적이며, 아스피린은 버드나무 껍질에서 추출한 살리실산을 이용해 만든 약으로 유

명하다.

식물의 특정 성분만을 분리해서 사용하기도 하지만 식물의 활성 화합물이 그대

로 함유되어있는 추출물을 온전히 제품에 활용하기도 한다. 화장품이 그 대표적인 

예시인데 화장품은 피부에 문지르거나, 붓거나, 뿌리거나, 뿌리거나, 주사하거나, 그 

밖의 다양한 방식과 인체를 청결, 미화하여 매력을 증진 시키거나 외모를 변화시키

기 위한 목적으로 사용된다. 그중에서 식물 원료로 만든 화장품은 피부 기능에 영

향을 미치고 피부와 모발에 영양분을 공급하는 다양한 식물 유래의 파이토 케미컬

(phyto chemical)을 사용하여 제조된 제품이다[9]. 

화장품 시장에서는 이러한 식물 원료로 연꽃부터 시작하여 대나무, 히비스커스, 

인삼 등 셀 수 없이 다양한 식물들을 사용하고 있으며, 원료 사용의 목적으로 보습

과 피부 탄력보다는 제품 이미지 구축과 사용감 증진을 위해 특정 향료나 에센셜 

오일을 첨가하기도 한다. 에센셜 오일은 식물 화합물의 중요하고 효과적인 성분 중 

하나로, 효과적인 냄새와 향을 지닌 유용성 성분이다. 물과 증기 증류를 통해 분리

하고 용매 추출과 효소적 가수분해를 통해 제조된다[10]. 에센셜 오일의 주요 성분

인 모노테르펜 계열 물질은 관련 연구에 의하면 다양한 경로로 체내에 흡수되었을 

때 긴장 완화, 면역 반응 조절을 통한 염증 감소 등 직접적으로 인체에 유효한 생

리활성을 보이는 것으로 보고된 바 있다[10, 11]. 그 밖에도 이러한 식물의 활성 화

합물 성분은 피부 탄력 개선, 콜라겐 분해 방지, 항산화 특성을 통한 자외선 차단, 
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주름 완화를 통한 피부 노화 지연 등 다양한 기능을 가지고있다[12]. 

화장품의 역할은 일반적으로 단순히 피부를 부드럽게 하거나 수분과 영양을 공

급하는 것에 그치지만 피부와 모발의 아름다움은 건강, 일상생활, 일상 활동, 환경 

및 유지 관리의 영향을 받는다[13]. 이는 피부, 모발 건강을 위한 활동이 단순 화장

품을 바르는 것뿐만 아니라 그 밖의 좋은 향기를 맡음으로써 스트레스를 줄여준다

거나 이를 통한 신경보호 효과를 통해 통증을 줄이는 등 심신의 건강을 케어 하는

데까지 확장될 수 있음을 의미한다. 따라서 일상생활과 밀접한 연관이 있는 화장품

을 적절하게 사용하고 활용한다면 미용 증진 효과와 함께 심신의 건강, 인지기능의 

손상까지도 예방할 수 있을 것으로 사료 된다.

그런 점에서 단순 피부 탄력, 주름뿐만 아니라 신경보호, 항산화, 항염증, 간 기

능 개선과 긴장 완화 등의 영역까지 효과를 나타내는 식물 화합물의 성분을 이용

한 화장품은 일상생활에서의 심신 건강에 굉장히 유효한 토탈케어의 수단이 될 수 

있다. 지금까지는 식물 연구를 통해 화장품에 1차원적으로 피부와 직접 연관된 보

습, 미백, 주름 개선 등의 성분만을 주로 확인하고 활용하였다. 앞으로는 본 연구와 

같은 연구를 기반으로 식물의 효과적인 성분, 특히 향기 물질 모노테르펜과 같은 

것들을 활용하여 미용뿐만 아니라 현대인들의 심신 건강을 케어 하는 제품을 개발

할 수 있을 것으로 사료 된다.
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    2. 비자나무(Torreya nucifera)

비자나무(Torreya nucifera)는 상록 겉씨식물이며, 대한민국 남부에 주로 자생하는 

침엽수 소나무 강의 난대수종이다(Table 1). 척박하고 건조한 곳을 매우 싫어하며, 

내음성이 강하지만 생장은 아주 느린 편으로, 주로 전라남도, 경상남도, 제주도 등

지에 자생한다(Figure 1). 높이 25 m, 지름 2 m 정도까지 자라며, 줄기는 가지가 사

방으로 퍼지고 껍질은 회색빛을 띠는 갈색이다. 잎은 끝이 뾰족하고 깃털처럼 양쪽

으로 배열한다. 잎의 크기는 길이 25 mm, 폭 3 mm이고 털이 없으며 표면은 짙은 

녹색, 뒷면은 갈색이지만 가운데 굵은 맥과 가장자리는 녹색이다. 암수딴그루이며, 

생식기관은 4~5월에 작년에 생성된 가지에서 성숙한다. 수꽃은 길이 10 mm 정도의 

계란 모양의 형태로 2년 지의 잎겨드랑이에 달린다. 암꽃은 새 가지 밑부분의 잎겨

드랑이 한 군데에 2~3개씩 달리는데 5~6개의 녹색 포로 싸인 불규칙한 난형이며, 

길이 6 mm 정도이다. 생잎과 가지에서 로즈마리, 자몽과 비슷한 약간은 톡 쏘는 

것 같으면서도 산뜻하고 상쾌한 향기가 난다.

열매는 이듬해 가을에 익는데, 아몬드 같이 생겼다. 4월에 꽃이 펴서 가을에 익

은 열매를 따서 껍질을 벗겨 버리고 햇볕에 말리며 그 열매를 비자(榧子)라고 한

다. 종자는 거꾸로 선 달걀 모양으로, 녹색의 얇은 가종피로 싸여 있는 핵과상이며, 

이듬해 9~10월에 녹색 타원형으로 익는다. 종자 표면의 부속물이 벌어지면 속에서 

다갈색 종자가 나온다. 목재는 장기판, 바둑판을 만들며, 조각재, 의장재 등으로 이

용한다. 잎과 가지는 구충 효과가 있어 모기향으로 쓰며, 종자에서 기름을 얻는다. 

약용 식물로 구충, 급체, 마른기침, 가래, 여성 질환, 변비, 강장제, 탈모, 관절염, 치

질, 부기에 효과가 있으며, 식용으로는 씨가 떫으면서도 고소해 술안주 등으로 먹

기도 하나 독성이 있어 주의해야 하며 옛날에는 회충, 촌충 등의 구충제로 쓰였다.

비자에는 팔미트산(palmitic acid), 올레인산(oleic acid), 스테아르산(stearic acid) 등

의 지방유와 타닌(tannin), 정유, 다당류 등이 포함된 것으로 확인된 바 있다[14]. 비

자 열매의 연구로 한의서에 기재된 효능에 근거하여 구충 및 살충 효과에 중점을 

둔 연구와 비자의 생리활성 물질을 분석하고 다양한 플라보노이드와 폴리페놀 성

분을 중심으로 항산화 효과를 규명하는 연구들이 진행되었고, 이러한 비자의 항산

화 효능을 응용하여 화장품 원료 등의 기능성 소재로 산업화도 되었다[7].

Torreya nucifera Siebold et Zucc 오일은 주로 리모넨, 델타-3-카렌(δ-3-carene) 및 
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알파-피넨(α-pinene)으로 구성되어 있으며, 디노프로스톤(prostaglandin E2, PGE2) 생

산에 상당한 억제 효과를 가지는 고리형 산소화효소-2 선택적 억제제이다[15]. 디노

프로스톤은 진통 촉진제이고 고리형 산소화효소-2는 염증과 통증을 유발하는 물질 

형성을 촉진하는 효소로, 종양세포 성장을 촉진할 수도 있다. 비자나무 오일이 갖

는 고리형 산소화효소-2 억제 효과는 비자나무 오일의 주성분인 리모넨의 효능과도 

같으며, 그 밖에도 비자나무는 항암, 항염증 및 항산화 활성이 있다고 보고된 바 

있다[13]. 비자나무는 높은 항균 및 항염증 효과를 가지고 있어 주로 에센스, 젤, 

마스크, 바디 미스트 등의 화장품의 원료로 사용되며, 특유의 산뜻하고 상쾌한 향

기가 있어 디퓨저, 캔들 등의 제품 소재로도 활용되고 있다.

다만 비자나무 소재의 활용으로는 예로부터 잎, 가지, 열매 중 주로 열매가 구충 

효과를 지닌 것으로 알려져 있었으며, 급체, 가래 등 다양한 용도의 약용식재로 활

용되어왔다. 근래 코로나바이러스(COVID-19)의 급속한 전파로 항바이러스에 관한 

소재 연구가 활발히 진행되기 전까지 비자나무에 관한 연구는 주로 열매와 관련된 

항산화, 항균, 항기생충(구충) 등의 연구가 대부분이었으며, 잎과 가지에 관한 연구

는 다소 부족한 상황이다. 현재 코로나바이러스의 전파 이후로 잎과 가지에 관한 

연구 또한 이루어지고 있으나 대부분 식물 자원의 기본적인 항산화, 항염증, 성분 

분석 보다는 항바이러스 효과에 초점이 맞춰져 있다. 그러므로 본 연구가 비자나무

와 모노테르펜 관련 후속 연구에 참고자료로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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Table 1. Taxonomical hierarchy of Torreya nucifera

Phylum Pinophyta

Class Pinopsida

Order Taxales

Family Taxaceae

Genus Torreya

Species nucifera
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Figure 2. Domestic distribution of Torreya nucifera.
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    3. 모노테르펜(Monoterpene)

구조적으로 모노테르펜은 비 고리 또는 고리 구조로 구성된 두 개의 이소프렌 

단위로 구성되며 산소작용화 된 형태(monoterpenoid)로 발견될 수 있어 다양한 화학 

구조를 생성한다[16](Figure 3). 아이소펜테닐피로인산(isopentenyl pyrophosphate, IPP) 

및 다이메틸알릴피로인산(dimethylallyl pyrophosphate, DMAPP)으로부터 살아있는 유

기체에서 생합성된 광범위한 천연 화합물 그룹으로 구성되며, 이는 차례로 메발로

네이트(mevalonate) 또는 비메발로네이트(non mevalonate) 경로에 의해 생성된다[17]. 

모노테르펜은 종을 가리지 않고 광범위한 식물들에서 매우 흔하게 발견할 수 있으

며, 가볍고 휘발성이 높아 향이 잘 느껴지고 향의 강도 조절이 자유로워 주로 향수

나 디퓨저, 캔들 등 방향 효과를 내는 제품에 향료로 활용된다. 모노테르펜은 또한 

식물을 증류함으로써 얻어지는 에센셜 오일의 주요 성분이다. 에센셜 오일의 성분

은 대부분 모노테르펜과 세스퀴테르펜으로 구성되어 있으며 매우 다양한 화학적 

구성이 특징이다[18]. 에센셜 오일을 통한 아로마 테라피는 고대로부터 꾸준히 이

어져 온 치료법으로, 피부 도포, 흡입, 구강 섭취 및 마사지 등 다양한 방법으로 적

용할 수 있다[19].

또한 막연하게 치유 효과가 있다고 전해지던 과거와는 달리 현재는 아로마 테라

피에 주로 사용되는 각종 에센셜 오일과 식물에 함유된 화합물의 항산화, 항염증, 

항비만, 항당뇨 등에 대한 여러 가지 시험관 및 생체 내 생물학적 특성이 보고되었

으며, 효과와 작용 기전이 연구되어 객관적이고 구체적인 데이터로 효능이 검증되

었다[20-22]. 이는 항균 및 항산화와 같은 다양한 생물학적 활성으로 인해 방향 화

합물뿐만 아니라 활성 분자로도 유용할 수 있음을 보여준다. 또한 향기에 의한 치

유법은 대체의학의 하나로 심리, 신체적 건강을 개선하거나 유지하는데 탁월한 효

과가 있다고 알려졌으며, 질병의 증상 완화, 심신 이완, 스트레스 반응감소 및 면역

기능 증진 효과가 있어 통증을 완화 시키는 보완통합요법으로 주목받고 있다[23].

에센셜 오일에 대한 연구와 함께 에센셜 오일을 구성하는 다양한 모노테르펜 계

열 물질들에 관한 연구 또한 진행되어 에센셜 오일뿐만 아니라 리모넨, 피넨 등의 

모노테르펜 개별 물질이 나타내는 항산화, 항염증, 신경보호, 항균 등의 효과에 관

한 연구도 활발하게 이루어지고 있다[10, 11]. 비교적 잘 알려진 모노테르펜으로는 

레몬, 오렌지 등의 감귤류 과실 껍질에서 90% 이상의 비중을 차지하며 오렌지 특

유의 향을 띄는 리모넨과 소나무 같은 침엽수 종과 로즈마리 등에서 주로 발견되
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며 톡 쏘는 상쾌한 향을 띄는 피넨 등이 있다. 특히 피넨의 경우 흔히 피톤치드라

고 칭하는 향기를 구성하는 주요 성분으로, 피톤치드의 구성성분은 대부분 모노테

르펜으로 이루어져 있다.

모노테르펜은 구강 섭취, 피부 도포, 주사, 흡입 등을 통해 인체에 흡수되며, 빠

르게 흡수되고 배출 또한 용이하다(Figure 4). 모노테르펜은 즉각적인 효과를 나타

내는 만큼 효과가 일시적이기 때문에 자극에 대한 노출이 중단되었을 경우 그 영

향도 빠르게 사라진다. 이런 즉각적이고 일시적인 효과는 개개인의 편차에 따라 간

혹 발견되는 특정 자극이나 물질에 대한 알러지 등의 부정적인 반응에도 비교적 

안전함을 의미할 수 있으며, 방향 물질을 통한 신체 활성화의 안전성과 유용성을 

내포한다. 모노테르펜은 특히 휘발성이 높아 비강을 통해 공기와 함께 흡입되기가 

쉬운데 항산화, 항염증 등의 효과를 가지고 있어 방향 물질의 흡수를 통한 신체 활

성화를 일으키게 된다. 다음은 비강을 통한 모노테르펜 흡수 과정을 서술하였다.

향기는 여러 가지 경로를 통해서 체내로 들어오며, 그 경로에는 비강을 통한 뇌

로의 침투와 피부, 폐 호흡을 통한 체내 혈관으로의 침투가 있다. 결과적으로 모노

테르펜은 위 경로로 체내에 흡수되어 전신의 혈관을 돌면서 생리활성 효과를 나타

내게 된다.

 무언가 냄새를 맡는다는 것은 공기 중에 포함된 특정 화학 물질을 흡입한다는 

것이며, 비강으로 흡입된 향 분자는 후각 상피의 미세한 털인 섬모를 자극하고 섬

모에 존재하는 후각수용체와 결합하여 G단백질을 활성화한다. 그 결과 신호전달 

물질 사이클릭 AMP(cyclic AMP, cAMP)의 양이 증가, 세포 외부로부터 양이온이 

유입되며 세포 내외부의 전위차로 인해 흥분된 후신경세포에서 전기 신호가 발생

한다. 이 전기 신호는 섬모와 연결된 가지돌기를 통해 후세포, 후신경의 후각망울

(olfactory bulb)로 전달되고, 후각망울로 전달된 전기 신호는 다시 후각망울의 사구

체(glomerulus), 후각망울 내 승모세포(mitral cell)와 방상세포(tufted cell), 전후신경핵

으로 전달된다. 이후 후삭(olfactory tract)을 거쳐 전유공질(anterior perforated sub-

stance), 외측후각선조(lateral olfactory stria)를 타고 뇌 깊은 곳까지 도달한 후각 자

극은 후결절(olfactory tubercle), 이상피질(pyriform cortex), 편도체(amygdala), 내후각

피질(entorhinal Cortex)등을 자극한다.

그중에서도 편도체는 감정, 학습, 기억 등과 연관된 변연계의 시상(thalamus), 안
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와전두피질(orbitofrontal cortex), 시상하부(hypothalamus)에 영향을 미치기 때문에 정

서적 반응을 촉발할 수 있고, 시상하부의 자율신경을 자극하여 다양한 장기의 기능

에 영향을 미치는 등의 현상이 나타날 수 있다[24]. 내후각피질은 감정과 기분을 

조율하는 변연계의 해마체(hippocampal formation)를 자극하며, 특정 향을 맡음으로

써 기분이 전환된다거나 어떤 장면이 연상되는 것을 이와 같은 신호전달 체계로 

설명할 수 있다.

또한 모노테르펜은 폐로 흡입되는 공기 안에도 포함되어 있으며, 이 물질들은 비

강 - 기도 – 폐 – 폐포 – 모세혈관을 통해 혈관으로 이동하여 전신을 돌게 된다. 

인간의 후각수용체는 표피 세포나 피부 기저층에도 존재하며, 이 수용체는 모노테

르펜에 의해 활성화되면 세포 증식을 자극하고 세포 내 사이클릭 AMP 의존 경로

의 활성화와 세포 외 신호 조절 키나아제의 인산화를 유도하여 혈액 순환을 촉진

하여 생리적 효과를 생성한다[24]. 이처럼 비강과 피부를 통해 모세혈관에 도달한 

모노테르펜은 혈관을 통해 전신을 순환하게 된다.

일반적으로 모노테르펜의 추출 방법으로는 유기용매(organic solvent) 추출법과 초

임계유체 추출법(supercritical fluid extraction, SFE) 등이 사용된다. 유기용매는 유기

물질로 이루어진 다른 물질을 녹이는 물질을 말하며, 유상의 물질로써 물에 잘 녹

지 않고 높은 휘발성과 세정력, 특이한 냄새를 가지는 것이 특징이다. 일반적으로 

많이 사용되는 유기용매로는 메탄올(methanol, MeOH), 메틸렌 클로라이드(methylene 

chloride, MeCl), 헥세인(n-Hexane) 등이 있다. 메탄올은 메틸기와 하이드록실기가 공

유 결합한 형태를 하고 있으며, 유기용매 식물조직체에서 생리 활성 물질의 추출에 

가장 많이 사용하는 용매이다. 다양한 성분의 추출에 용이하고, 추출 후 분리, 정제 

시 편리하다는 특징이 있다. 메틸렌 클로라이드는 다양한 유기 화합물을 녹일 수 

있어 유기 화학 반응에서 용매로 많이 쓰이며 지방, 기름, 그리스 및 여러 중합체

의 추출에 효과적인 용매이다. 헥세인은 강한 휘발성을 가진 유기용매로, 향료, 유

지추출용의 용제로 자주 이용된다.

초임계유체 추출이란 온도와 압력이 액체와 기체의 임계점(supercritical point)을 

넘어 액체와 기체를 구분할 수 없는 상태가 된 유체를 이용한 추출법이다. 초임계

유체는 임계점을 넘어섰기 때문에 분자의 열운동이 격렬하며, 상변화를 동반하지 

않고도 밀도를 이상기체에 가까운 희박한 상태로부터 액체에 가까운 고밀도 상태

까지 연속적으로 변화시키는 것이 가능하다. 액체에 상당하는 용해력과 기체에 상
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당하는 확산성이란 독특한 성질을 지니고 있으며, 공정 대상물이 열변성을 일으킬 

염려가 적기 때문에 오일 및 향료 추출에 적합하다. 초임계 이산화탄소를 이용하는 

추출공정은 인체에 무해 할 뿐 아니라 불연성이고 화학적으로 안정하다. 초임계 유

체기술은 상용화된 유기용매를 대체할 수 있는 무독성이고 친환경, 저에너지 용매

를 사용하는 기술이다[25].
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Figure 3. Various chemical structures of monoterpenes.
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Figure 4. Absorption and excretion route of monoterpenes.
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4. 리모넨(Limonene)

모노테르펜 물질에 속하는 리모넨은 다양한 식물에서 생성되며 유기 탄화수소

(C5H8) 그룹인 순환 모노테르펜으로, 무색투명한 액체 형태의 지방족 탄화수소이다. 

리모넨은 오렌지와 같은 냄새가 나는 방향 물질로, 주로 레몬, 오렌지, 자몽 등의 

시트러스 류 껍질에 주로 존재한다[26]. 리모넨은 범용성이 높고 항산화, 항염증, 

신경보호, 항비만, 항동맥경화, 항당뇨, 진통 등의 다양한 분야에서 강력한 효과를 

나타낸다[27-29].

리모넨은 항산화 활성을 통해 세포의 손상을 막고 도파민, 세로토닌, 감마-아미노

부티르산(γ-aminobutyric acid, GABA)와 같은 신경 전달 물질과 종양괴사인자-α

(tumor necrosis factor alpha, TNF-α), 인터류킨-1(interleukin-1, IL-1), 인터류킨

-6(interleukin-6, IL-6) 등의 다양한 사이토카인, 그리고 핵인자 카파비(nuclear factor 

kappa B, NF-κB), 미토겐활성화단백질키나아제(mitogen-activated protein kinase, 

MAPK), 고리형 산소화효소-2와 같은 활성 염증 매개체를 조절하여 염증과 통증을 

줄이고 신경을 보호하며, 불안, 긴장, 우울 및 수면의 질 또한 개선한다고 보고된 

바 있다[30-35]. 또한 음식 섭취, 에너지 대사, 학습 및 기억, 신경 발생 및 신경보

호에 관여하는 시르투인-1(silent mating type information regulation 2 homolog-1, sir-

tuin-1)의 상향 조절을 통해 염증 매개체의 활동을 억제함으로써 신경을 보호한다는 

연구 결과가 있으며[36], 치매를 유발하는 인자 중의 하나로 알려진 아세틸콜린 분

해효소(acetylcholine esterase, AChE)  및 부티릴콜린 분해효소(butyrylcholine esterase, 

BChE)에 대한 억제 활성을 나타냈다고 보고된 바가 있다[31]. 결과적으로 리모넨은 

항산화와 면역 반응 조절을 통해 신경을 보호하고 진정, 긴장 이완 및 인지능력 손

상 억제 등의 효과를 나타낼 수 있다[30-35].

리모넨은 또한 각 결합 부위의 산화 반응 등을 통해 리모넨-1,2-에폭사이드

(limonene-1,2-epoxide, LE), 페릴릴알코올(perillyl alcohol), 카르본(carvone), 알파-테르

피네올(α-terpineol) 등 다양한 유도체를 생성하는데(Figure 5, Table 2), 리모넨으로부

터 생성된 유도체들은 항산화, 항염증, 항기생충 등의 다양한 생리활성을 나타낸다

[37, 38].

리모넨은 사이토크롬 P450(cytochrome P450, P450)에 의해 에폭시화된다[39]. P450

은 간에 존재하는 산화 효소로, 리모넨이 체내에 들어왔을 때 이를 배출하는 과정
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에서 P450에 의해 LE가 생성된다. 에폭시화를 통해 형성된 LE는 신선하고 깨끗한 

시트러스 향을 내는 것으로 알려져 있으며, 항산화, 항염증, 항불안, 통증 완화 효

과를 나타낸다[40].

페릴릴알코올은 리모넨과 대장균 균주를 이용하여 생성되는 산화물이다[41]. 리날

룰(linalool), 테르피네올(terpineol)과 유사한 향기를 내는 것으로 알려져 있으며, 항

암, 항염증, 항산화, 항균 효과가 있다[42, 43].

알파-테르피네올은 라일락과 같은 향을 지닌 것으로 알려져 있다[44]. 항산화, 항

암, 항경련, 항궤양, 항고혈압, 통증 완화, 항염증, 항균 화합물로서 광범위한 생물

학적 효능을 나타내는 것으로 보고된 바 있다[45, 46].

카르본은 리모넨이 산화되어 생성되는 방향 물질로 스피어민트(spearmint)와 캐러

웨이 씨(caraway seed)의 주성분이다. 항균, 항진균, 항기생충, 항뉴라미니다제, 항산

화, 항염증 및 항암 활성 등 다양한 분야에서 효과를 나타낸다[47].

리모넨은 이런 리모넨류 방향 물질의 근간이 되면서 넓은 방면에 뛰어난 효과를 

보이는 물질이다. 비교적 효과와 안전성이 검증된 물질이기도 하여서 다른 리모넨

류 방향 물질들과의 비교연구가 활발하게 진행되었다. 현재 각각 유럽연합과 식품

의약품안전처에 의해 알레르기 유발 물질로 지정되어 있어 피부에 직접 도포 하거

나 감귤류에 대한 알레르기가 있을 시 사용에 주의가 필요하지만, 그 외에 세포 독

성 실험 등에서는 대체로 안전한 모습을 보인다[48]. 설치류에서 심각한 유리질 비

말 신독성, 간독성 및 신경독성이 보고 되었으나 이는 수컷 쥐에게만 해당하며 인

간에게는 유효하지 않다[49].

또한 국제향료협회(international fragrance assosiation, IFRA)에서 발표하는 표준에 

의하면 향기 제품 등에 함유된 적정 기준 내로 사용한다면 인체에 해롭지 않은 수

준이라 보고 있다[50]. 그 밖의 미국의 식품의약국(food and drug administration, 

FDA) 등 각국의 검사 기관에서도 사용량 기준을 지킨다면 안전한 것으로 보고 있

다.

리모넨은 자연 유래 성분으로, 거울상 이성질체이기 때문에 회전 편광 현상을 보

이며 우회전성을 띄는 d-리모넨과 좌회전성을 띄는 l-리모넨, 그리고 이 두 가지 이

성질체의 혼합물인 라세믹(racemic) 화합물 dl-리모넨이 있다. 그중에서도 d-리모넨

은 주로 식품 향료 및 향수 등 향장 산업의 향료 제제로 주로 사용되며, 강한 세정
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력을 가지고 있어 세제 원료로도 사용된다. 그 밖에도 일부 의약품의 제약 재료, 

식물성 살충제, 3D 프린팅 및 음료 생산에서 효과적인 용매로 사용된다. 침엽수에

서도 자주 관찰되는 l-리모넨은 향료 및 화장품과 솔벤트, 습윤제로 사용되며 수지 

생산, 곤충 기피제, 동물 기피제 등으로 사용된다. 침엽수에서는 주로 l-리모넨이 관

찰되나, 기존 비자나무 연구들에 의하면 dl-리모넨도 종종 관찰되기 때문에 본 연구

에서는 d-리모넨과 l-리모넨, dl-리모넨을 모두 상정하여 연구를 진행하였다.



19

Figure 5. Conversion of limonene into derivatives[51].
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Table 2. Limonenes aromatic substances

*CAS No. : Chemical Abstract Service Register Number

Substance CAS No.
Molecular 

formula
Other names for this substance Natural distribution

limonene 138-86-3 C10H16

1-methyl-4-prop-1-en-2-ylcyclohexene

DL-limonene

(±)-limonene

(±)-α-limonene

lime, berry, dill, mint, herb, wood, vegetable, flower, moss and etc

limonene-1,2-epox-

ide

203719-54-

4
C10H16O

limonene-1,2-epoxide

(4R)-limonene-1,2-epoxide

(4R) -1 -m et h yl -4 - (p rop - 1 -en -2 - y l ) -7 -o x-

abicyclo[4.1.0]heptane

lemon, Hanrabong, salary and etc

perillyl alcohol 536-59-4 C10H16O

perilla alcohol

perillol

isocarveol

mints, cherries, citreous fruits, lavender, sage, peppermint, lemongrass, 

cranberries, perilla, wild bergamot, gingergrass, savin, caraway, celery 

seed, spearmint, thyme, rosemary[29, 30]. 

α-terpineol 98-55-5 C10H18O

alpha-terpineol

terpineol

2-(4-methylcyclohex-3-en-1-yl)propan-2-ol

coriander, cannabis, cypress, cardamom, cajeput, pine, Melaleuca, or-

ange, neroli, turpentine, star anise, marjoram, clary sage, petitgrain[42, 

43]. 

carvone 99-49-0 C10H14O

2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-2-enone

karvon

1-carvone

myrrh, spearmint, caraway seed, dill, coriander[44],
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    5. 항산화(Anti-oxidant)

항산화 활성은 수소원자이동(hydrogen atom transfer, HAT), 단전자전송(single elec-

tron transfer, SET), 환원력, 금속 킬레이트화 등 다양한 메커니즘을 사용하여 분석

할 수 있으며, 분석의 방법에는 DPPH free radical scavenging assay(DPPH), ABTS 

cation radical scavenging assay(ABTS), oxygen radical absorbance capacity(ORAC) as-

say, superoxide dismutase(SOD) assay, and ferric reducing antioxidant potential(FRAP) 

assay 등이 있다[52, 53]. 항산화 물질로 대표되는 폴리페놀, 플라보노이드 정량 분

석법으로는 총 폴리페놀 분석(total polyphenol contents)과 총 플라보노이드 분석(total 

flavonoid contens)이 있다.

DPPH, ABTS 항산화능 측정 방법은 기본적으로 산화-환원 반응을 토대로 시약과 

샘플을 반응시켜 색이 변하는 정도에 따라 항산화능을 측정하는 실험이다. 항산화 

물질이란 화학적으로 활성인 산소 분자나 다른 화학 물질, 특히 자유 라디칼(free 

radical)이라고 불리는 화학 물질들로부터 세포와 조직을 보호하는 역할을 하는 화

학 물질이다. 자유 라디칼은 외부 궤도에 하나의 전자가 있는 원자 또는 분자로, 

산소, 질소 및 황의 세 가지 요소에서 파생되는데, 가장 대표적인 자유 라디칼이 

산소에서 파생되는 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)이다. 활성 산소종에는 

superoxide (O2·−), hydroxyl (HO·), peroxyl (ROO·), alkoxyl (RO·), nitric oxide (NO·) 

등이 있는데 이들은 반응성이 매우 높고 근처 세포의 분자를 빠르게 공격하여 손

상을 유발한다[54].

호흡 과정에서 일어나는 생물학적 연소는 필연적으로 산화-환원 반응의 매개체가 

되는 활성 산소종을 생성한다. 산화-환원은 전자가 한 종에서 다른 종으로 전달되

는, 생명체의 필수 대사 반응으로, 이 반응을 통해 생성된 활성 산소종은 정상적인 

세포 기능과 세포 간 신호 교환에 중요한 역할을 한다. 다만 과도한 활성 산소종은 

단백질, 지질 및 DNA에 누적된 손상을 가져와 산화 스트레스를 초래한다. 산화 스

트레스는 인간의 노화와 세포 손상, 염증 및 다양한 질병의 원인이 되며, 산화 스

트레스로 인한 DNA 복제 오류가 누적되면 암이 발생하기도 한다[55]. 따라서 항산

화와 산화 사이의 균형은 건강한 생물학적 시스템의 유지에 매우 중요하다.

자유 라디칼은 분자의 최외각에 홀전자(비공유 전자)를 가짐으로 인해 반응성이 

매우 높아져 주변 세포를 공격하게 되는데, 공격받아 산화된 세포는 장벽이 파열, 
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손상된다. 자유 라디칼은 생물학적 시스템에서 필연적으로 생성되고 외부적으로도 

발생하며 돌연변이 유발, 발암, 심혈관 장애 및 노화와 같은 다양한 퇴행성 장애를 

일으키는 것으로 알려져 있다[56].

항산화 물질은 불안정한 상태의 자유 라디칼에 전자 혹은 수소를 공여해 중화시

키거나 산화 과정을 억제하여 세포 손상을 예방한다. 또한 산화 스트레스로 인한 

질병 발생을 줄일 수 있으며, 노화를 지연시키는 데 도움을 준다. 항산화 물질은 

자연 물질, 화장품, 식품, 의약품 등 다양한 분야에서 연구되며, 건강 증진 및 질병 

예방에 중요한 역할을 한다.

DPPH free radical scavenging assay에서 사용되는 DPPH 라디칼은 비교적 안정적

으로 자유 라디칼 상태를 유지하는 유기 질소 라디칼(organic nitrogen radicals) 종으

로, 분자가 이량체화(dimerization) 되지 않도록 전체적으로 분자에 대한 예비 전자

의 비편재화(delocalization)가 되어있는 것이 특징이다[54]. 또한 ABTS 시약처럼 자

유 라디칼 생성을 위한 대기 시간이 필요하지 않아 시약 제조 직후 실험에 사용할 

수 있다. DPPH는 전자 또는 수소 공여체로 작용하는 항산화 화합물의 능력을 측정

하고 물질의 항산화 활성을 평가하는 데 널리 사용되는 방법으로, DPPH 라디칼의 

화학반응은 517 nm에서 최대 흡광값을 가진다. DPPH 내 자유 라디칼이 항산화 물

질로부터 전자, 혹은 수소를 공여받으면 시약의 색이 보라색에서 노란색으로 변하

게 된다(Figure 6).

ABTS radical scavenging capacity assay는 항산화제와 반응하기 전에 라디칼이 안

정적인 형태로 직접 생성되는 과정이 필요하며, 과황산칼륨(Potassium persulfate, 

K2S2O8)에 의해 ABTS·+ 라디칼 양이온으로 산화된다. 산화된 ABTS·+ 라디칼 양이

온은 항산화 화합물에 의해 환원되며, 이 산화된 라디칼을 환원시키는 능력의 정도

를 항산화능의 척도로 사용한다. ABTS·+는 친유성 화합물과 친수성 화합물 모두에 

적용할 수 있다. ABTS·+ 라디칼은 DPPH 라디칼보다 반응성이 더 크며, 수소원자

이동을 포함하는 DPPH 라디칼과의 반응과 달리 ABTS·+ 라디칼과의 반응은 수소

원자이동과 단전자전송을 모두 포함한다. 산화된 ABTS·+ 라디칼의 화학반응은 730 

nm에서 최대 흡광 값을 가진다. ABTS·+ 내 라디칼이 항산화 물질로부터 전자, 혹

은 수소를 공여받으면 시약의 색이 청록색에서 투명에 가까운 색으로 변하게 된다

(Figure 7).
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총 폴리페놀 분석은 화합물에 함유된 폴리페놀의 함량을 정량하기 위한 분석법

이다. 폴리페놀은 매우 다양한 화학 구조를 지닌 2차 식물 대사산물로, 500개 이상

의 폴리페놀이 일반적인 식품 및 음료로부터 확인되었다[57]. 일반적으로 폴리페놀

은 방향족 고리(aromatic ring)에 여러 개의 수산기(-OH) 그룹을 가진 구조를 갖는

다. 천연 폴리페놀은 활성 산소종에 대한 소거 특성과 단백질에 대한 착화 특성을 

가진 귀중한 화합물로, 이러한 능력으로 인해 염증이나 암과 같은 다양한 질병의 

치료뿐만 아니라 노화 방지 목적의 화장품 제제나 기능 식품 응용 분야에도 사용

된다[58]. 폴리페놀은 또한 에이즈(AIDS), 심장 질환, 궤양 형성, 박테리아 감염, 돌

연변이 유발 및 신경 장애와 같은 질병에서 약물로 사용할 수 있는 잠재적인 후보

로 밝혀졌다.

폴리페놀은 여러 개의 수산기 즉, 결합에 참여하지 않은 전자들을 가지고 있어 

높은 전자 공여능을 지니고 있다. 높은 전자 공여능은 필연적으로 산화 스트레스를 

유발하는 활성산소에 전자를 공여하여 안정화하는 역할을 하며, 이를 통해 생물학

적 시스템에서 활성산소를 효과적으로 억제할 수 있다. 폴리페놀은 함유된 페놀 고

리의 수와 이러한 고리를 서로 결합하는 구조적 요소에 따라 여러 종류로 나뉜다

[59](Figure 8).

폴리페놀은 페놀 시약인 Folin-Ciocalteu reagent가 탄산나트륨(Sodium Carbonate, 

Na2CO3)과 추출물의 폴리페놀성 화합물에 의해 청색으로 발색하는 것을 원리로 함

량을 측정한다. 탄산 나트륨은 염기성에서 반응이 일어나는 페놀 시약의 반응을 촉

진하는 역할은 한다. Folin-Ciocalteu reagent의 화학반응은 750 nm에서 최대 흡광값

을 가지며, 시약과 반응한 폴리페놀 화합물은 함량이 높을수록 노란색에서 짙은 암

청색으로 변하게 된다(Figure 9).

총 플라보노이드 분석은 화합물에 함유된 플라보노이드의 함량을 정량하기 위한 

분석법이다. 플라보노이드는 폴리페놀에 속하는 C6~C3~C6 배열의 15개의 탄소 원

자로 구성된 저분자량 화합물로, 2개의 방향족 고리 A와 B로 구성되며 헤테로고리

(heterocyclic ring) C 형태의 3개의 탄소 다리로 연결된다. 플라보노이드는 가장 흔

하게 발견되는 식물 화학 물질로 자외선, 곰팡이, 기생충, 초식동물, 병원체 및 산

화적 세포 손상으로부터 식물을 보호한다. 플라보노이드는 다시 여러 가지 하위 분

류로 나뉘는데(Figure 10), 그중 플라본과 플라보놀이 가장 구조적으로 다양하고 널

리 발생한다. 플라보노이드는 높은 산화-환원 전위능을 가지고 있어 특히 중요한 



24

항산화제이며, 이런 특징으로 인해 환원제, 수소 공여체 등의 역할을 할 수 있다. 

플라보노이드를 정기적으로 섭취하면 암 및 심장병과 같은 질병의 발병률을 감소

시킬 수 있다.

플라보노이드는 실험에 사용되는 시약인 염화 알루미늄(Aluminium chloride, 

AlCl3)과 초산칼륨(potassium acetate, CH3COOK)과의 반응을 통해 플라보노이드 화합

물이 노란색으로 발색하는 것을 원리로 함량을 측정한다. 플라보노이드 화합물의 

화학반응은 415 nm에서 최대 흡광값을 가지며, 시약과 반응한 플라보노이드 화합

물은 함량이 높을수록 투명에서 짙은 노란색으로 변하게 된다(Figure 11).
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Figure 6. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl) free radical scavenging mechanism.
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Figure 7.  ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 

salt) cation radical scavenging mechanism.
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Figure 8. Type of polyphenols.
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Figure 9.  TPC(total polyphenol contents) measure mechanism.
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Figure 10. Type of flavonoids.
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Figure 11.  TFC(total flavonoid contents) measure mechanism.
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    6. 항염증(Anti-inflammation)

염증은 면역 반응에 의해 일어나는 병원체, 자극제 또는 손상된 세포와 같은 공

격적인 물질에 대한 유기체가 취하는 보호 조치로, 혈관 조직의 복잡한 생물학적 

반응이다. 하지만 염증 반응이 비정상적으로 지속되거나 면역 반응과 연계되는 염

증에 의해 사이토카인(cytokine) 폭풍으로 잘 알려진 과도한 염증 반응이 일어나게 

되면 오히려 세포 조직에 손상을 일으켜 다양한 질병을 유발하고 심할 경우 사망

에 이를 수 있기 때문에 적절한 염증 반응의 조절이 필요하다.

염증은 급성과 만성으로 분류되며 국소 혈관계, 면역계 및 손상된 조직에서 발견

되는 일련의 생화학적 사건들과 연관이 있다. 급성 염증은 초기 반응이며 혈액에서 

손상된 조직으로 혈장 및 호중구 및 대식세포와 같은 선천 면역체계 세포의 이동

이 증가하는 것이 특징이다. 만성 염증은 염증 반응 부위에 존재하는 세포 유형의 

점진적인 변화와 관련이 있으며 손상된 조직의 파괴와 치유가 동시에 일어나는 것

이 특징이다[60]. 염증의 표준 징후는 혈류 증가, 세포 대사 증가, 혈관 확장, 수용

성 매개체 방출, 체액 유출 및 세포 유입으로 표현되며, 활성화된 대식세포와 혈관 

내피세포는 내피세포의 수용체에 결합하는 종양 괴사 인자 및 인터류킨-1과 같은 

염증성 사이토카인을 방출하여 접착 분자 E의 생성을 상향 조절하여 염증 반응을 

유지한다[61].

염증 반응은 매우 복잡하고 다양한 경로로 자극되는 생리활성 반응으로, 일반적

으로 외부의 자극으로 발생하지만, 산화 스트레스나 오작동으로 발생하기도 한다. 

이 반응은 주로 조직 상주 대식세포에 의존하며 기초 항상성 상태와 전형적인 염

증 반응 사이의 중간 상태이다[62]. 활성 산소종에 의한 전사 인자 및 염증 유발 

유전자의 활성화는 염증의 시작을 초래한다. 염증에 의해 면역 세포는 다양한 다른 

면역 세포를 산화 스트레스가 발생한 부위로 모집하기 위해 다양한 사이토카인과 

케모카인을 분비한다. 염증 부위에서 면역 세포에 의한 향상된 활성 산소종 생성은 

추가적인 산화 스트레스와 조직 손상 및 염증을 유발한다.

외부 침입이 아닌 산화 스트레스에 의한 염증은 단핵구, 대식세포, 림프구, 과립

구 및 혈장 세포 등의 면역 세포가 혈관 벽으로 침윤되거나 면역 세포의 조직 내 

유출 및 이들 세포에 의한 활성 산소종 방출로 인해 조직 손상을 초래하는 병리학

적 상태이다. 과립구는 주로 NADPH(Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 산
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화효소 2를 통해 활성 산소종을 생성하며, 이 활성은 촉매 서브유닛 

gp91phox(NOX2)를 통해 매개된다. 자연적으로, 또는 효소에 의해 생성된 산소(O2−)

는 과산화수소(H2O2)로 변형된다. 과산화수소는 효소인 골수세포형과산화효소

(Myeloperoxidase, MPO)에 의해 수산기 라디칼(·OH) 또는 차아염소산(HOCl)과 같은 

반응성이 높은 다른 라디칼을 유발한다. 이 두 라디칼은 다양한 단백질 등을 산화

시키는 것 외에도 조직 손상을 일으킬 수 있다[63].

염증 세포에 의해 생성된 활성 산소종은 염증 증폭으로 이어지는 경로를 자극한

다. 활성 산소종에 의해 유도된 단백질 인산화효소 C(protein kinase C, PKC), 

C-Jun-N-terminal kinases(JNK) 및 p38 미토겐 단백질 인산화효소(mitogen activated 

protein kinase, MAPK)와 같은 인산화효소의 활성화는 전사 인자의 생성을 촉진하여 

전염증성 사이토카인과 케모카인의 생성을 촉발한다. 이러한 사이토카인과 케모카

인은 다시 활성 산소종을 생성하도록 확립된 각각의 혈소판 유래 성장 인자 수용

체, 혈관 내피 성장 인자 수용체, 표피 성장 인자 수용체 등에 결합한다[64]. 결과

적으로 더 많은 활성 산소종이 생성되고 산화 스트레스가 증가한다.

활성 산소종은 종양괴사인자-α, 인터류킨-1, 인터류킨-6 및 단핵세포 화학주성 단

백질-1/2(monocyte chemotactic protein-1/2, MCP-1/2), 대식세포 염증단백질

-1/2(macrophage inflammatory protein-1/2, MIP-1/2)와 같은 케모카인의 생성을 촉진한

다. 또한 전사 인자 핵인자 카파비를 통해 플라스미노겐활성화인자억제제

-1(plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1), 대식세포 이동저해인자(macrophage migra-

tion inhibitory factor, MMIF), 유도성산화질소합성요소(inducible nitric oxide synthase, 

iNOS),  기질금속단백질분해효소-2/9(matrix metalloproteinase-2/9, MMP-2/9)의 발현을 

유도한다[65].

그중 유도성산화질소합성요소는 산화질소(Nitric oxide, NO)를 생성하는 3가지 효

소의 일종으로 대식세포에서 지질다당류(Lipopolysaccharide, LPS) 자극에 급격하게 

발현이 증가하는 것으로 알려져 있다[66]. 유도성산화질소합성요소는 염증 반응에

서 전염증 매개체의 발현에 조절 역할을 하며, 유도성산화질소합성요소의 억제는 

항염증 작용과 밀접한 연관이 있다.

염증은 또한 뇌 신경과도 밀접한 연관이 있는데, 염증 반응은 뇌 조직의 염증과 

손상을 초래하며, 역으로 사이토카인 생산이 염증 반사를 통한 신경 입력에 제어되
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기도 한다. 전기적 또는 약리학적 방법으로 콜린성 항염증 경로를 자극하여 AChE

를 억제하면 중추 무스카린 수용체 매개, 미주신경 및 니코틴성 아세틸콜린 수용체 

알파7(nicotinic acetylcholine receptor α7, α7nAChR) 의존 메커니즘을 통해 종양괴사

인자 및 기타 전염증성 사이토카인의 전신 수준이 크게 억제된다[67].

항염증 실험은 이러한 염증 반응을 억제하거나 감소시키는 효과를 연구하고 측

정하기 위한 실험으로, 신약 개발, 의학 연구, 식품 및 자연물의 염증 억제 효과 평

가 등 다양한 분야에서 중요하게 활용된다. 특히, 산화질소는 염증과 관련된 생리

학적 과정에서 중요한 역할을 하는 분자 중 하나로, 혈관 확장, 면역 반응, 뉴런 전

달 등 다양한 생리학적 기능을 조절한다. 그러나 과도한 산화질소 생성은 과도한 

염증 반응을 촉진시키고 조직 손상을 일으킬 수 있으므로, 산화질소의 수준을 조절

하는 것이 중요하다.

항염증 실험은 일반적으로 세포 독성 실험(MTT assay)와 산화질소 측정(NO as-

say) 두 가지로 진행된다. 세포 독성 실험은 세포 독성을 확인하는 실험으로, 살아

있는 세포는 미토콘드리아 환원 효소(mitochondrial reductase)를 방출한다. 미토콘드

리아 환원 효소가 MTT 시약과 반응하게 되면 시약 중심부의 고리가 효소에 의해 

끊어지면서 포르마잔(formazan)이 형성되어 시약의 색이 보라색으로 변하게 된다

(Figure 12). 이를 이용해 배양한 세포에 시험 물질을 처리하고 MTT 시약을 가하여 

색 변화를 관찰함으로써 시험 물질에서 세포가 얼마나 살아남았는지 확인할 수 있

다.

산화질소 측정은 대식세포의 활성을 측정하는 방법으로, 세포 내에 존재하는 나

이트릭 옥사이드(Nitric oxide, NO)의 양을 정량하는 실험이다. 주로 사용되는 세포

는 수컷 쥐의 대식세포에서 기원한 Raw 264.7이며, NO는 대식세포가 분비하는 강

력한 세포 독성물질로 염증을 유발하는 활성 산소종의 일종이다. 배양된 세포에 지

질다당류를 가하여 산화질소 생성을 유도한 후, 시험 물질을 처리한다. 산화질소 

측정에서 생성된 질산화물의 양은 그리스 시약(Griess reagent)을 사용하여 간접적으

로 측정할 수 있는데, 이를 통해 시험 물질이 얼마나 효과적으로 질산화물을 억제

할 수 있는지를 측정할 수 있다(Figure 13).
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Figure 12. MTT assay mechanism.
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Figure 13. NO assay mechanism.
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    7. 신경보호(Neuroprotection)

AChE란 중추신경계에서 중요한 역할을 하는 신경전달물질인 아세틸콜린

(acetylcholine, ACh)을 아세트산과 콜린으로 분해하는 효소를 일컫는다. 체내의 대표

적인 신경전달 물질 중 하나인 ACh는 콜린성 신경계에 주로 분포하는 기억 메커니

즘의 핵심 요소 중 하나로, 아세틸콜린 합성효소(choline acetyltransferase, ChAT)의 

작용을 받아 아세틸 보효소 A(acetyl CoA)와 콜린(choline)이 합성됨으로써 만들어진

다. 신체가 항상성을 유지하여 적절한 수준으로 ACh를 분해한다면 이상이 없지만, 

과도하게 AChE가 생성되어 농도가 증가하면 뇌 신경세포의 ACh이 과도하게 분해

되어 기억 및 인지기능 장애가 유발될 수 있다[68]. 다만 비정상적으로 ACh이 발현

되면 동공 축소, 서맥, 다한, 폐부종 등의 증상이 나타날 수 있기 때문에 적절한 조

절이 필요하다.

AChE는 알츠하이머(AD)의 중요한 두 가지 병원성 인자 중 하나로, 다른 하나인 

아밀로이드-베타(amyloid-β, Aβ)와도 밀접한 연관이 있다. 알츠하이머는 진행성 기

억 상실, 언어 능력 저하 및 기타 인지 장애, 심각한 행동 이상을 특징으로 한다. 

알츠하이머 환자의 뇌는 콜린성 뉴런의 손실과 학습, 기억에 관여하는 해마, 기저

전뇌, 피질 등 특정 부위의 시냅스 수가 감소하는 것이 특징이다. 알츠하이머 환자

의 뇌에서는 AChE의 활성이 증가하고, 이는 ACh의 감소로 이어진다. AChE와 Aβ

는 상호보완적으로 서로를 증가시키며, AChE의 이러한 특성은 Aβ와 효소의 주변

적 음이온 위치(peripheral anionic site, PAS) 사이의 상호작용에서 비롯된다[69]. 상

호작용을 통해 증가한 AChE와 Aβ는 복합체를 형성하고 응집체보다 독성이 강한 

AChE-Aβ 복합체는 세포에 대한 독성 효과를 더욱 증가시켜 AD를 악화시킨다[70]. 

AChE는 활성 산소종과 밀접한 연관이 있다. 활성 산소종은 염증 및 산화 스트레스

를 유발하며, 유발된 염증과 산화 스트레스는 신체 조직에 손상을 주고 다시 활성 

산소종을 증가시킨다. 증가한 활성 산소종에 의해 늘어난 산화 스트레스는 뇌 조직

의 염증과 손상을 유발하며, Aβ를 증가시킨다. Aβ의 증가는 산화 스트레스에 의해 

매개되어 AChE의 증가로 이어지며(Figure 14), 과도한 ACh의 분해는 치매를 유발

한다. 이때 비타민 E와 같은 산화질소 억제제가 AChE 활성을 억제함으로써 아세틸

콜린 시냅스 수준의 유지에 중요한 역할을 한다[71].

AChE는 염증과도 연관이 있는데, 전기적 또는 약리학적 방법으로 콜린성 항염증 

경로를 자극하여 AChE를 억제하면 중추 무스카린 수용체 매개, 미주신경 및 니코
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틴성 아세틸콜린 수용체 알파7 의존 메커니즘을 통해 종양괴사인자 및 기타 전염

증성 사이토카인의 전신 수준이 크게 억제된다. 항산화, 항염증 효과가 있는 화합

물은 AChE의 활성을 억제할 수 있고, 화합물에 의해 억제된 AChE로 인해 염증 반

응이 줄어들게 된다. 따라서 항산화, 항염증 효과를 통해 AChE를 억제 함으로써 

ACh 분해와 Aβ 축적 완화 및 추가적인 염증 완화 효과를 볼 수 있을 것으로 예상

되며, 이를 통해 기억 및 인지기능의 손상을 완화하고 AD를 예방할 수 있을 것으

로 사료된다.

AChE를 억제하는 물질로는 현재 도네페질(donepezil), 리바스티그민(rivastigmine), 

갈란타민(galantamine)이 주로 사용되고 있다. 이러한 항 AD 약물을 장기간 사용하

면 두통, 변비, 혼돈, 현기증, 메스꺼움, 구토, 식욕 부진, 배변 빈도 증가 등의 부작

용이 발생할 수 있으며, 이는 환자의 삶의 질에 심각한 영향을 미칠 수 있다. 그러

므로 앞서 언급한 부작용을 일으키지 않는 알츠하이머 치료를 위한 효과적인 치료 

접근법이 필요하다. 따라서 천연자원에서 활성 화합물을 스크리닝하고 식별하는 것

이 이상적인 접근 방식이며, 생강, 울금, 강황 등의 천연물과 에센셜 오일, 그리고 

리모넨, 피넨, 카렌 등의 모노테르펜 성분들의 효과가 보고된 바 있다[72-74].

본 연구에서는 천연자원인 비자나무 잎을 이용하여 AChE에 영향을 미치는 활성 

산소종에 대한 실험으로 항산화 실험, 염증에 대한 실험으로 항염증 실험, 치매의 

주요 원인 물질 중 하나인 AChE의 억제에 대한 실험을 진행하였다.
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Figure 14. Correlation between oxidative stress, inflammation and AD.
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제 2절 연구 동향 및 목적

다양한 스트레스에 노출된 현대인들의 건강과 힐링에 관심이 높아지면서 일상생

활에 적용이 가능한 스트레스 관리법에 대한 필요성이 대두되었다. 이를 위한 방법

으로는 명상, 운동, 산책 등이 있지만 그중에서도 식물 원료를 주성분으로 한 화장

품의 활용이 효과적일 수 있다. 식물에는 항산화, 항염증, 항비만, 신경보호, 간 기

능 개선, 피부 연화, 피부 보습 등 다양한 분야에 뛰어난 효능을 보이는 활성 화합

물들이 많이 함유되어있어 예로부터 화장품과 약재 등의 원료로 사용되어왔다. 또

한 화장품 중에는 향기를 주된 요소로 하는 향수 등이 포함되는데, 향수에 주로 사

용되는 향료로써 식물로부터 추출한 각종 에센셜 오일은 긴장 이완, 스트레스 완화 

등에 효과가 있는 것으로 알려져 있다.

근래 에센셜 오일에 대한 과학적 연구가 많이 진행되었고, 이에 따라 에센셜 오

일을 구성하는 세부 성분, 모노테르펜에 관한 연구 또한 활발하게 진행되고 있다. 

모노테르펜은 일반적으로 항산화, 항염증, 항기생충, 항균 등의 다양한 생리활성을 

보여 암과 질병 치료, 신체의 항상성 유지 등에 도움을 줄 것으로 기대되는 유망한 

물질군이다. 모노테르펜을 이용한 의약품, 화장품 등의 여러 가지 소재 개발 적용

에 관한 연구 또한 활발히 진행되고 있다. 

다만 현재까지 모노테르펜 계열 물질에 초점을 맞춰 진행된 국내 연구가 많지 

않으며, 아직 연구되지 않은 국내 자생 천연물 소재 또한 많다. 특히 본 연구에 사

용된 비자나무는 대한민국 남부에 주로 서식하는 침엽수 난대수종으로, 모노테르펜 

성분 중 리모넨을 과량 함유한 것으로 알려져 있다. 비자나무는 잎과 가지보다 씨

앗과 열매의 연구가 많이 진행되었으며, 그중에서도 잎의 모노테르펜 성분에 초점

을 맞춘 신경보호 효과에 관한 연구가 없어 본 연구를 진행하게 되었다.

활성 산소종 억제를 통한 항산화와 염증 반응의 억제 사이에는 긴밀한 상관관계

가 있는 것으로 확인되었다. 적절한 수준의 활성 산소종은 인체 내부에서의 신호전

달을 돕고 여러 외부 침입 병원체와 반응하여 이를 불활성 시키는 역할 등을 하여 

인체에 유익한 부분이 있으나, 활성 산소종이 과도하게 분비되면 세포 손상 및 염

증 반응이 일어나 장기적으로는 각종 질병을 유발한다. 활성 산소종으로부터 발생

하는 산화적 손상을 억제하기 위해서는 주사, 섭취, 흡수, 흡입 등의 여러 가지 경

로를 통해 항산화 물질을 체내로 받아들여야 한다.
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염증 반응은 외부 자극에 대응하는 신체의 자연스러운 보호 반응이나, 과도한 염

증은 세포 손상 및 활성 산소종 발생을 유발하여 장기적으로 각종 질병을 유발한

다. 이는 신체의 항상성을 깨뜨리고 더 큰 질병을 유발할 뿐만 아니라 Aβ의 축적

과 AChE의 생성 및 Aβ와 AChE의 상호보완적 생성 증가를 촉진하고 인지기능에 

손상을 일으킨다.

현재 AChE의 억제제로 사용되고 있는 도네페질(donepezil), 리바스티그민

(rivastigmine), 갈란타민(galantamine)은 모두 매우 강력한 효과를 보이지만 그만큼 

부작용도 다양한 것으로 알려져 있으므로 이에 대한 대안이 필요한 상황이며, 부작

용을 최소화하며 적절한 효과를 얻기 위해서는 뛰어난 생리활성을 보이는 천연물

에 관한 연구가 불가피할 것으로 보인다.

그러므로 본 연구에서는 항산화와 항염증을 통한 AChE의 억제와 이들 간의 상

관관계. 항산화, 항염증, AChE 억제능을 가진 모노테르펜이 다량 함유된 비자나무 

잎 유기용매 추출물의 항산화, 항염증, AChE 억제능 실험을 통해 비자나무 잎의 

생리활성 효과를 검증하고 비자나무 잎 유기용매 추출물의 신약 및 화장품 후보 

성분으로서의 잠재성을 확인하는 것을 목적으로 한다. 본 연구는 관련 분야의 후속 

연구에 참고자료로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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제 2장 문헌 검토

  제 1절 비자나무(Torreya nucifera)에 대한 리뷰

    1. 비자나무(Torreya nucifera)의 성분 및 화합물

비자나무 에센셜 오일의 주요 성분으로 테르페노이드(terpenoid)에 해당하는 모노

테르펜 (63.7%), 세스퀴테르핀(sesquiterpenes) (30.7%), 디테르펜(diterpenes) (1.02%)이 

확인된 바 있으며, 그중 가장 높은 비중을 차지하는 모노테르펜의 주요 성분으로 

dl-리모넨 (30.1%), 델타-3-카렌 (15.37%), 알파-피넨 (11.5%), 감마-카디넨(δ-cardinene) 

(6.87%)이 보고된 바 있다[75].

비자나무가 74.2%를 차지하는 장성군 백양사 사찰림 비자나무 임분의 대기 중 

천연휘발성유기화합물(Natural Volatile Organic Compounds, NVOCs) 측정 결과 리모

넨과 피넨이 주요 성분이었다. 측정은 미니 펌프 포집과 플럭스 포집 두 가지 방법

으로 진행되었는데, 미니 펌프 포집 결과 리모넨이 가장 적게는 7월에 20.6%, 가장 

많게는 4월에 70.2%가 측정되었다. 피넨은 가장 적게는 4월에 24.6%, 가장 많게는 

7월에 66.4%가 검출되었으며, 리모넨이 많이 검출되면 피넨이 적게 검출되고 피넨

이 많이 검출되면 리모넨이 적게 검출되는 것이 특징이다. 리모넨과 피넨의 합은 

73.2%~94.8% 사이로 나타나는 것으로 확인되었다.

플럭스 포집 결과 리모넨이 가장 적게는 10월에 15%, 가장 많게는 5월에 49%가 

측정되었다. 피넨은 가장 적게는 5월에 32.3%, 가장 많게는 10월에 75.6%가 검출되

었으며, 리모넨과 피넨의 합은 75%~90.6% 사이로 나타나는 것이 보고된 바 있다

[76].

폴리페놀에 해당하는 성분으로는 (+)-카테킨((+)-catechin), (-)-에피카테킨

((-)-epicatechin), (+)-갈로카테킨((+)-gallocatechin), (-)-에피갈로카테킨

((-)-epigallocatechin), 3’-O-methyl-(+)-catechin, 3’-O-methyl-(+)-epicatechin, 프로토카테

츄산(protocatechuic acid)이 확인된 바 있다[77].

그 밖에 비자나무 잎에서 디테르펜으로써 18-옥소페루기놀(18-Oxoferruginol), 18-

디메톡시페루기놀(18-dimethoxyferruginol) 등이 확인, 분리된 바 있다[78, 79].
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    2. 비자나무(Torreya nucifera)의 생리활성

비자나무의 생리 활성으로는 주로 열매에 관한 연구가 진행되어있으며, 항균, 뇌 

신경보호, 항산화, 항염증, 항당뇨, 항기생충, 항노화 등의 효능이 있다고 보고된 바 

있다[80]. 잎과 가지에 관한 연구는 비교적 최근 코로나바이러스의 발생 이후로 항

바이러스 물질에 관한 관심이 높아지면서 조금씩 진행되었다. 이런 특수성으로 인

해 비자나무 잎, 가지에 관한 연구는 일반적으로 기본적인 항산화, 항염증, 물질분

석 등의 연구가 주로 진행되는 기타 천연 식물과는 달리 추출물에서 항바이러스에 

효과가 있다고 알려진 바이플라보노이드(biflavonoid), 디테르페노이드(diterpenoids) 

등의 특정 물질을 분리하고 그 물질의 효능을 확인하는 연구에 치중된, 다소 상이

한 모습을 보인다(Table 3).

항바이러스에 관한 비자나무 잎, 가지의 연구로는 코로나바이러스 치료약 개발의 

주요 목표 중 하나인 SARS-CoV 3CLpro에 대한 억제 실험과, 장염을 유발하는 것으

로 알려진 로타바이러스(rotavirus) 억제능에 대한 실험이 있다. 연구 결과에 따르면 

비자나무 잎 에탄올 추출물에서 분리된 8개의 디테르페노이드와 4개의 바이플라보

노이드 중 바이플라보노이드에 해당하는 아멘토플라본(amentoflavone)의 SARS-CoV 

3CLpro 억제 활성이 반수최대억제농도(half maximal inhibitory concentration, IC50)값 

8.3 μM로 가장 강력했다. 비플라본의 기본 구조-활성 관계를 확립하기 위해 대조군

으로 세 가지 추가 정통 플라본 아피게닌(apigenin), 루테올린(luteolin), 퀘르세틴

(quercetin)을 테스트했고, 아피게닌, 루테올린, 퀘르세틴은 각각 280.8, 20.2 및 23.8 

μM의 IC50 값으로 3CLpro 활성을 억제하는 것이 확인되었다[81].

또한 비자나무 잎에서 분리된 아비에탄 디테르페노이드(abietane diterpenoids) 2종

을 이용하여 감염 후 치료 분석을 진행한 결과 18-hydroxyferruginol 및 

18-oxoferruginol의 IC50값은 bovine G8P에서 각각 24.7 μM 및 23.2 μM, porcine G5P

에서 각각 21.1 μM 및 22.6 μM으로 확인되었다[82]. 바이러스가 복제되는 동안 두 

화합물은 6시간 동안의 초기 단계보다 18시간 동안의 후기 단계에서 바이러스 

RNA 합성을 더 강력하게 억제하는 것으로 나타났으며, VP6과 같은 바이러스 단백

질의 합성을 억제했다.

항균 연구로는 비자나무 잎 에센셜 오일이 황색포도상구균(Staphylococcus aureus, 

12214), 표피포도상구균(Staphylococcus epidermidis, 40411), 스크렙토코쿠스 무탄
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(Streptococcus mutans, 40105), 대장균(Escherichia coli, 41300), 페니실리움 시트리늄

(Penicillium citrinum, 11663), 검정곰팡이(Aspergillus niger, 32318) 6종의 균주 중 황

색포도상구균에서 15.26mm, 표피포도상구군에서 15.48mm의 높은 활성 효과를 보였

다[80].

항산화 실험으로는 비자나무 잎, 가지의 헥세인과 클로로포름:메탄올(2:1) 추출물 

중 가지 클로로포름:메탄올(2:1) 추출물의 IC50 값이 ABTS 577.11 μg/mL, DPPH 

387.44 μg/mL로 가장 높게 확인되었다[83].

뇌 신경보호에 대한 연구로는 비자나무 껍질 메탄올 추출물에서 분리된 악티게

닌((-)-Arctigenin), 트락실라제닌((-)-traxillagenin), 4'-디메틸트락실라제닌((-)-4'-deme-

thyltraxillagenin), 아르크티인(arctiin), 트락실라사이드(traxillaside) 5개의 리그난

(lignan) 및 글리코사이드(glycosides)의 글루타메이트(glutamate) 유발 독성에 대한 신

경보호 활성이 확인되었다. 이 물질들은 모두 0.01 μM~10.0 μM 범위의 농도에서 

신경보호 활성을 보였으며, 악티게닌의 1 μM 에서의 활성이 72.9%로 가장 좋았다

[84].

항염증에 관한 연구로는 비자나무 잎 70% 에탄올 추출물의 효능이 평가되었다. 

비자나무 잎 70% 에탄올 추출물은 50, 100, 200 μg/mL 농도에서 높은 세포 독성을 

개선하였으며, 산화질소와 유도형 산화질소 생성효소(inducible nitric oxide synthase, 

iNOS) 및 고리형 산소화효소-2의 발현을 유의하게 억제하였다. 또한 염증성 사이토

카인 종양괴사인자-알파, 인터류킨-1베타, 인터류킨-6, 인터류킨-8의 발현을 유의하

게 억제하였으며, 특히 인터류킨-6, 인터류킨-8의 경우 가장 고농도인 200 μg/mL에

서 정상 세포 수준으로 감소하였다. 이후 진행된 웨스턴 블롯(western blot)에서 인

산화된 카파비 억제 유전자-알파(Inhibitor κB-α, IκB-α) 및 핵인자 카파비의 발현이 

농도 의존적으로 억제됨을 확인하였으며 인산화가 억제되고 비자나무 추출물의 처

리 농도가 높아짐에 따라 카파비 억제 유전자-알파의 농도가 증가하는 경향을 보였

다. 결론적으로, 비자나무 추출물은 핵인자 카파비 신호 전달 경로를 차단함으로써 

다양한 염증 매개 인자의 발현을 효과적으로 하향 조절할 수 있으며, 이를 통해 항

염증 활성을 유도하는 것으로 확인된다[85].

비자나무 열매 열수 추출물의 신경보호 효과 연구에서 C6 세포주에 비자열매 열

수 추출물을 다양한 농도로 처리한 결과 총 글루타치온(glutathione) 함량이 비자 열
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수 추출물의 농도에 의존적으로 상승하는 것을 확인하였으며, 이는 비자열매 열수 

추출물이 뇌 신경세포의 항산화 성분 함량을 증가시키는 효과가 있다는 것을 시사

한다. 이러한 결과를 바탕으로, 동일한 농도에서 다양한 산화 스트레스에 의한 뇌 

신경세포 손상에 대한 비자 열수 추출물의 보호 효과를 확인하였다. 단일 염기 다

형성(single nucleotide polymorphism, SNP), 로테논(Rotenone)은 비자 열수 추출물을 

0.031 ㎎/㎖ 농도로 함께 처리하면 생존율이 증가했으며, 0.063 ㎎/㎖ 농도의 비자 

열수 추출물은 과산화수소 및 단일 염기 다형성으로 유발된 산화 손상에 대한 효

과적인 보호를 나타냈다[86].

비자나무 열매 열수 및 에탄올 추출물의 항산화 연구에서 열수 추출물보다 에탄

올 추출물의 항산화능이 좋은 것이 확인되었다. 세포 독성 시험 결과 각각 무처리

군 대비 0.5 ug/mL에서 103.30%, 1 ug/mL에서 104.25%, 5 ug/mL에서 102.56%, 10 

ug/mL에서 99.17%의 양호한 세포 생존율을 나타냈다[120]. 또 다른 연구에서는 비

자나무 열매 환류수추출물(WE), 환류에탄올추출물(EE) 및 고압열수추출물(HWE)의 

항산화능을 비교하였으며, HWE가 플라보노이드 176.34 mg/g, 폴리페놀 112.95 mg/g

으로 함량이 가장 높았다. 전자공여능 또한 0.1 mg/mL 농도에서 고압열수추출물이 

가장 높았으며, SOD 유사 활성 값 33.58%, 2.0 mg/mL 농도에서 잔틴산화효소

(xanthine oxidase) 저해율 89.29%로 고압열수추출물이 가장 뛰어난 항산화능을 보였

다[87].

항노화 연구에서 비자나무 유박 추출물은 농도가 증가함에 따라 피부 탄력을 감

소시키는 최종당산화물(advanced glycation end products, AGEs)과 콜라겐 간의 교차

결합을 48.6%, 80.3%, 91.6%, 93.7% 감소시켰으며, 엘라스틴(elastin)을 분해하는 엘

라스타아제(elastase) 활동을 농도에 따라 억제하는 효과가 있다. 추출물은 5, 10, 20 

및 50 μg/mL 농도에서 각각 6.4%, 20.3%, 38.3%, 86.1%의 엘라스타아제 활동을 억

제했다[88].

항당뇨 연구에서 비자나무 씨앗, 열매 추출물을 이용하여 당뇨 관련 지표물질 알

파-글루코시데이즈(α-glucosidase) 및 단백질-티로신 인산가수분해효소 1B(protein ty-

rosine phosphatase 1B, PTP1B)에 대한 억제 실험을 진행하였고, 비자나무 씨앗 추출

물이 열매 추출물보다 각각 14.5배와 4.35배 높은 억제 활성을 나타냈다[89].

비자나무 과피 추출물의 항기생충 효과를 확인하기 위해 네 가지 마우스 실험을 
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설계하였다. 체외에서 100마리의 선모충 L1 유충(Trichinella spiralis L1 larvae)를 분

리하고 비자나무 과피 추출물 10 mg/mL로 처리하여 기생충 구충 효과를 확인하였

으며, 추출물 처리 16시간 후 L1 유충의 사망이 관찰되었다. 이때 L1 유충의 형태

를 현미경으로 확인하고 기생충 구충 효과를 확인하기 위해 주름과 줄무늬가 있는 

건강한 유충과 추출물 처리된 L1 유충의 형태를 스캔 전자 현미경(Scanning 

Electron Microscope, SEM)으로 분석, 비교하였다. 스캔 전자 현미경 검사 결과, 건

강한 L1 유충은 줄무늬와 주름이 나타났지만, 추출물 처리된 L1 유충에서는 이러

한 현상이 관찰되지 않았다. 추출물로 사전 처리한 T. spiralis 감염 마우스는 대조

군에 비해 L1 유충 감염이 현저히 감소한 것으로 나타났다. 추출물의 처리는 T. 

spiralis 감염에 대한 예방 및 치료 효과를 제공하였으며, 기생충에 대한 구충제로써 

자연 물질은 부작용이 적고 더 효과적인 치료제로 개발될 가능성이 있다[90].
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Table 3. Research on Torreya nucifera leaves, branches and fruits, seeds

Subject Method Assay Result Ref.

leave,

brunch

essential oil and ethanol ex-

tract
6 strains Paper Disc method anti-bacterial 80

isolated biflavonoid from 

ethanol extract

fluorescence resonance energy 

transfer analysis.

anti-viral

SARS-CoV 3CLpro 

inhibition

81

abietane diterpenoids isolated 

from Torreya nucifera

Inhibition of rotavirus viral 

RNA synthesis and viral pro-

tein

anti-viral 82

chloroform:methanol(2:1), 

hexane extract
DPPH, ABTS anti-oxidant 83

isolated Lignans from meth-

anol extract
MTT, LDH neuroprotect 84

70% ethanol extract NO, cytokines inhibirion anti-imflammatory 85

f r u i t , 

seed

essential oil and ethanol ex-

tract
6 strains Paper Disc method anti-bacterial 80

hot water extract ez-cytox neuroprotect 14

hot water, ethanol extract DPPH anti-oxidant 86

water, 70% ethanol, hot wa-

ter extract

Xanthine  oxidase inhibition, 

nitrite scavenging, DPPH, SOD

anti-oxidant

anti-imflammatory
87

70% ethanol extract

Anti-glycation assay, Anti-elas-

tase activity assay, DPPH, 

ABTS

anti-oxidant,

anti-elastase,

anti-glycation activity

88

methanol, hot water extract

Angiotensin-converting  enzyme 

inhibitory activity, Xanthine ox-

idase inhibitory  activity, 

Tyrosinase  inhibitory  activity, 

DPPH

anti-diabetic 89

After methanol extraction, 

dry the residue and dissolve 

in hot water.

Trichinella Spiralis parasiticide anti-parasite 90
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제 3장 재료 및 방법

  제 1절 실험 재료 및 시약

본 연구에 사용된 비자나무 잎은 2023년도 5월 경에 장흥에서 채취되었으며, 건

조하여 보관 후 분쇄하여 사용하였다. 본 연구에서 추출에 사용한 ethanol, methanol

은 대정화금(Korea), sodium phosphate dibasic, metylene chloride, hexane은 

OCI(Korea), 그 밖의 carbon dioxide(CO2), PBS, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), 

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)(ABTS), potassium persulfate, gallic 

acid, quercetin, eugenol, limonene, folin-ciocalteus phenol regent, sodium carbonate, alu-

minum chloride(AlCl3), potassium acetate(CH3COOK), acetylcholine esterase, ace-

tylchiocholine iodide, hydrochloric acid(HCl), sodium dodecylsulfate, 5,5'-dithiobis(2-ni-

trobenzoic acid)(DTNB), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-

mide(MTT), DMEM, Griess reagent, lipopilysaccharide (E. coil, 0127: B8)은 sigma-al-

drich(USA)사의 시약을 사용하였다. 항염활성 실험을 위한 동물세포인 Raw 264.7 

세포주는 american type culture collection (ATCC, USA)으로부터 분양받았다.
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  제 2절 비자나무 잎의 추출 방법

비자나무 잎의 소수성 물질인 향기 물질을 추출하기 위하여 유기용매 침지 추출

법과 초임계유체 추출법을 사용하였다(Figure 15). 유기용매 침지 추출은 비자나무 

잎 100g을 각각 MeOH, MeCl, Hexabe 1L에 넣고 3일 동안 침지 후 여과, 감압 농

축하여 샘플을 제조하였다. 초임계유체 추출은 비자나무 잎 400g을 추출 장비에 넣

고 압력 400bar, 온도 50℃, 추출 시간 240min 조건에서 추출한 후 추출과정에서 기

기의 추출관에 묻은 잔여 추출물을 에탄올(etahnol, EtOH)로 녹여 추출물과 함께 여

과, 감압 농축하여 샘플을 제조하였다.
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Figure 15. Torreya nucifera L. extraction method.
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  제 3절 항산화 활성 분석(Anti-oxidant activity assay)

    1. DPPH 자유 라디컬 소거능 분석(DPPH free radical scaveng-

ing assay)

DPPH 자유 라디컬  거능 측정은 Blois의 방법을 변형하여 실시하였다[91]. DPPH 

시약은 MeOH로 희석하여 1 mM 농도로 제조하였다. 그 후 시약의 흡광값을 측정

하여 적정 농도인 0.2 mM로 다시 희석하여 사용하였다.

순서대로 에펜도르프 튜브(eppendorf tube)에 각 농도 별 시료를 200 μL, 0.2 mM 

DPPH 용액을 800 μL 가하여 볼텍싱 하고 암실에서 15분간 반응시켰다. 반응이 끝

난 혼합물은 96 well plate에 각 200 μL로 Biotek Synergy HT multi-detection micro-

plate reader 장비를 활용하여 흡광도 517 nm 파장에서 측정하였다. 양성 대조군

(positive control)은 갈산(gallic acid)를 사용하였으며, 모든 실험은 3회 반복 실시하

여 평균값을 구하였다. 라디컬 소거능은 다음과 같은 식에 따라 계산하여 백분율로 

나타내었다. 각 시료의 라디컬 소거능 활성도가 50%일 때의 시료 농도(IC50)를 구

하였다.

Radical scavenging activity (%) = (Abscontrol – Abssample) / Abscontrol × 100

Abscontrol : 517 nm에서 시료 제작에 사용된 용매와 DPPH 시약의 흡광도

Abssample : 517 nm에서 시료와 DPPH 반응액의 흡광도
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    2. ABTS 양이온 라디컬 소거능 분석(ABTS cation radical 

scavenging assay)

ABTS 양이온 라디칼 소거능 측정은 Re 등의 방법을 변형하여 실시하였다[92]. 

시약을 증류수로 7 mM이 되도록 제조한 후 2.45 mM potassium persulfate와 1:1 비

율로 혼합, 암실에서 24시간 동안 반응시켜서 충분히 ABTS 양이온 라디컬(ABTS 

cation radical)을 형성시켰다. 그 후 증류수로 희석한 1x PBS를 이용해 0.9~1 사이의 

흡광도가 나오도록 희석하여 사용하였다.

에펜도르프 튜브에 각 농도 별 시료를 200 μL, 10배 희석한 ABTS+ 용액을 1,000 

μL 가하여 볼텍싱 하고 암실에서 15분간 반응시켰다. 반응이 끝난 혼합물을 96 

well plate에 각 200 μL로 Biotek Synergy HT multi-detection microplate reader 장비를 

활용하여 흡광도 730 nm 파장에서 측정하였다. 양성 대조군(positive control)은 퀘르

세틴(quercetin)을 사용하였으며, 모든 실험은 3회 반복 실시하여 평균값을 구하였다. 

라디컬 소거능은 다음과 같은 식에 따라 계산하여 백분율로 나타내었다. 각 시료의 

라디컬 소거능 활성도가 50%일 때의 시료 농도(IC50)를 구하였다.

Radical scavenging activity (%) = (Abscontrol – Abssample) / Abscontrol × 100

Abscontrol : 730 nm에서 시료 제작에 사용된 용매와 ABTS 시약의 흡광도

Abssample : 730 nm에서 시료와 ABTS 반응액의 흡광도
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 제 4절 총 폴리페놀과 플라보노이드 함량 측정

(Determination of total polyphenol and flavonoid contents)

    1. 총 폴리페놀 함량 측정(Determination of total polyphnol 

contents)

총 폴리페놀 함량 측정은 Folin-Ciocalteu 방법을 참고하여 실시하였다[93]. 폴리페

놀 정량을 위한 표준 검정 곡선(standard calibration curve) 산출을 위해 갈산을 표준

물질로 사용하였다. 에펜도르프 튜브에 순서대로 각 농도별 갈산 표준 용액 500 μ

L, 0.2 M Folin-Ciocalteu’s phenol 시약 500 μL, 2% sodium carbonate 수용액(w/v) 

500 μL를 혼합하여 상온에서 30분 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 혼합물은 96 well 

plate에 각 200 μL로 Biotek Synergy HT multi-detection microplate reader 장비를 활용

하여 흡광도 750 nm 파장에서 측정하였다. 

시료는 0.5 mg/mL 농도의 시료 500 μL, 0.2 M Folin-Ciocalteu’s phenol 시약 500 

μL, 2% sodium carbonate 수용액(w/v) 500 μL를 혼합하여 상온에서 30분 동안 반응

시킨 후 마찬가지로 흡광도 750 nm 파장에서 측정하였다.

모든 실험은 3회 반복 실시하여 평균값을 구하였으며, 측정값은 표준 검정 곡선

에 대입해 시료 1 g 당 함유한 갈산의 양으로 환산하였으며 표준 검정 곡선의 R2 

값은 0.99 이상이었다.
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    2. 총 플라보노이드 함량 측정(Determination of total flavonoid 

contents)

총 플라보노이드 함량 측정은 Park 등의 방법을 변형하여 실시하였다[94]. 플라보

노이드 정량을 위한 표준 검정 곡선(standard calibration curve) 산출을 위해 퀘르세

틴을 표준물질로 사용하였다. 순서대로 농도별 퀘르세틴 표준 용액 500 μL, MeOH 

1.5 mL, 10% 염화 알루미늄(aluminium chloride) 100 μL, 1 M 초산칼륨(potassium 

acetate) 100 μL, 증류수 2.8 mL를 혼합하여 상온에서 40분 동안 반응시켰다. 반응이 

끝난 혼합물은 96 well plate에 각 200 μL로 Biotek Synergy HT multi-detection mi-

croplate reader 장비를 활용하여 흡광도 415 nm 파장에서 측정하였다. 

시료는 0.5 mg/mL 농도의 시료 500 μL, MeOH 1.5 mL, 10% 염화 알루미늄 100 

μL, 1 M 초산칼륨 100 μL, 증류수 2.8 mL를 혼합하여 상온에서 40분 동안 반응시

킨 후 마찬가지로 흡광도 415 nm 파장에서 측정하였다. 

모든 실험은 3회 반복 실시하여 평균값을 구하였으며, 측정값은 표준 검정 곡선

에 대입하여 시료 1 g 당 함유한 퀘르세틴의 양으로 환산하였으며 표준 검정 곡선

의 R2 값은 0.99 이상이었다.
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제 5절 항염증 활성 분석(Anti-inflammation activity assay)

    1. 세포 배양

실험에 사용된 RAW 264.7 대식세포는 한국세포주은행에서 분양받았다. DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium)배지에  10%  소 태아 혈청(fetal  bovine  se-

rum, FBS)과  1%  스트렙토마이신/페니실린(streptomycin/penicillin)을 첨가하여 5% 

CO2, 37℃ 상태에서 배양하였으며, 세포가 바닥 면적의 90%까지 자란 상태에서 계

대배양 하였다.
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    2. 세포 독성 실험(MTT assay)

RAW 264.7 대식세포주를 96 well plate에 각각 1 × 10 4 cells/well을 분주 후, 24

시간 동안 배양하였다. 농도별로 시료를 처리하여 24시간 배양한 후 배양이 완료된 

세포에 2 mg/mL MTT stock 용액을 배양 배지 부피의 1/10 이 되게 첨가하여 37℃ 

온도에서 24시간 동안 반응시켰다. 반응 후 배양 상등액을 제거한 다음 각각의 

well에 DMSO 300 μL를 첨가해 세포에서 생성된 MTT-formazan 결정체를 용해 시

켜 Biotek Synergy HT multi-detection microplate reader 장비를 활용하여 570 nm 파

장에서 흡광도를 측정하였다.
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    3. 산화질소 분석(Nitric oxide assay)

AW 264.7 대식세포주를 1 × 10 4 cells/well의 농도로 12 wellplate에 분주 후, 24

시간 동안 배양하여 시료를 농도별로 처리하고 1시간 후 LPS 1 μg/mL 처리 후 24

시간 배양하고 배양이 완료된 세포 배양 상등액을 100 μL를 취하여 96 wellplate에  

옮겼다. griess reagent (1% sulfanilamide in 5%phosphoric acid and 0.1% 

N-(1-naphthyl) ethylene-diamine(dihydrochloride in distilled water) 100 μL를 혼합하여 

10분 동안 반응시킨 후 Biotek Synergy HT multi-detection microplate reader 장비를 

활용하여 540 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. NO의 안정된 최종산물인 nitrite를  

NO생성의 indicator로 사용하여 Park 등이 제시한 방법[95]에 따라 측정하였다.
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제 6절 신경보호 활성 분석(Neuroprotection activity assay)

    1. 아세틸콜린 분해효소 억제 분석(Acetylcholine esterase in-

hibition assay)

AChE 억제활성 측정은 Ellman의 방법을 변형하여 실시하였다[96]. 시약 제조와 

실험을 위해 제2인산나트륨(sodium phosphate dibasic)을 사용하여 0.1 M 인산나트륨 

완충액(sodium phosphate buffer(pH 8.0))을 제조하였다. 제조한 버퍼를 이용하여 시

료를 각 농도별로, AChE를 1U/mL가 되도록 희석하였다. 기질로 사용한 아세틸티오

콜린 아이오다이드(acetylthiocholine iodide)는 10 mM, 발색시약으로 사용한 

DTNB(5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic acid))는 2.5 mM이 되도록 제조하여 사용하였다.

96 well plate에 순서대로 0.1 M 인산나트륨 완충액 40uL, 2.5mM DTNB 40uL, 

1U/mL AChE 20uL, 각 농도별 시료 60uL를 가하여 37도에서 10분간 반응시킨 후 

10 mM 아세틸티오콜린 요오드 40uL를 혼합하여 다시 37도에서 10분간 반응시켰

다. 그 후 1% 황산도데실나트륨(sodium dodecylsulfate, SDS) 60uL를 넣어 반응을 정

지시키고 Biotek Synergy HT multi-detection microplate reader 장비를 활용하여 흡광

도 405 nm 파장에서 측정하였다. 

양성 대조군(positive control)은 타크린 하이드로클로라이드(tacrine hydrochloride)를 

사용하였으며 모든 실험은 3회 반복 실시하여 평균값을 구하였다. AChE 억제능은 

다음과 같은 식에 따라 계산하여 백분율로 나타내었다. 각 시료의 AChE 억제능 활

성도가 50%일 때의 시료 농도(IC50)를 구하였다.

Acetylcholine esterase inhibition activity (%) = A2 - (A1 – A3) / A2 × 100

A1 : 시약과 효소, 기질, 발색시약, 버퍼를 모두 반응시킨 반응액의 흡광도

A2 : 시약 없이 효소, 기질, 발색시약, 버퍼를 반응시킨 반응액의 흡광도

A3 : 효소 없이 시약과 기질, 발색시약, 버퍼를 반응시킨 반응액의 흡광도
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제 7절 향기 물질 분석(Aroma substances analysis)

    1. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis

비자나무 잎 유기용매 추출물의 향기 성분을 분석하고자 이전에 보고된 방법을 

변형하여 분석을 진행하였다[83]. 분석 장비는 GCMS-Qp2010 ultra gas chromato-

graph mass spectrometer(Shimadzu Europa GmbH, Japan)를 사용하였고, Agilent 

HP-5MS 실리카 모세관 column(30 mm l. x 0.25 mm i.d., 0.25 um)을 사용하였다. 

전자 이온화(EI) 조건에서 이온화를 진행하였다. GC oven은 캐리어 가스로 헬륨

(Helium, HE)을 사용하였고, 60-200℃에서 2℃/min의 조건 및 1mL/min의 flow rate로 

분석하였다. 스캔 된 모든 질량 스펙트럼은 데이터 시스템 라이브러리(NIST 2017)

와 비교되었다.
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 제 4장 결과 및 고찰

   제 1절 비자나무 잎 추출물의 수율(Yield of Torreya nuci-

fera leaves extract)

비자나무 잎을 3가지 용매(MeOH, MeCl, Hexane)와 초임계유체 추출법을 이용하

여 각각 추출한 결과 MeOH 추출물의 수율이 가장 높은 것으로 확인되었다. MeOH 

추출물은 가장 수율이 낮은 SFE 추출물에 비해 5배 가량 높은 수율을 보였으며, 

두번째로는 MeCl 추출물이 SFE 추출물보다 2배 가량 높은 수율을, Hexane 추출물

은 SFE 추출물과 유사한 수율을 나타내는 것이 확인되었다(Table 4). 기존의 연구

에서도 유기용매 추출물의 수율이 SFE 추출물보다 높은 수율을 보이는 것이 확인

되었으며[97], 유기용매를 이용한 타 식물 연구에서도 MeOH 추출물이 가장 높은 

수율을 나타내는 것이 확인되었다[98]. 이는 넓은 범위의 물질을 다량으로 녹여내

는 MeOH의 특징과 특정 물질을 표적 삼아 추출하기에 적합한 방법인 SFE의 특징

에 따른 차이로 추측된다.
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Table 4. Yield of Torreya nucifera L. extract

Sample Weight Yield
MeOH 14.25 14.25%
MeCl 6.291 6.29%

Hexane 3.72 3.72%
SFE 11.759 2.94%
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   제 2절 항산화 활성 분석(Anti-oxidant activity assay)

    1. DPPH 자유 라디컬 소거능 분석(DPPH free radical scaveng-

ing assay)

비자나무 잎 추출물 4종에 대하여 DPPH 자유 라디컬 소거 활성(DPPH free radi-

cal 소거 활성)을 측정하였다. 표준물질을 제외한 시료의 농도는 100-3000 μg/mL의 

농도로 진행하였으며, 각 추출물에 대한 IC50 값을 계산하였다. 각 추출물별 라디

컬 소거 활성은 MeOH, MeCl, n-hexane, SFE 순으로 나타났으며, MeOH 추출물의 

IC50 값은 1045.41 μg/mL 로 추출물 중 가장 높은 라디컬 소거활성을 나타내었다

(Figure 16, Table 5). 비자나무 잎의 SFE, MeCl 추출물을 이용한 연구는 기존에 진

행된 바가 없었으며, 유기용매 추출물을 이용한 실험 결과 유기용매 중 MeOH 추

출물의 활성이 IC50값 687.12 μg/mL로 가장 높은 것으로 확인되었다[83]. 이는 넓은 

범위의 물질을 녹여내는 MeOH의 특징으로 인해 DPPH free radical scavenging assay

에 유효한 성분이 다량 녹아 나온 것으로 추측된다.
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Figure 16. DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl) free radical scavenging activities of 

Torreya nucifera L. extract.(p<0.05)
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Table 5. IC50 values of DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl) free radical scavenging 

activities of Torreya nucifera L. extract

No. Sample DPPH (μg/mL)
1 MeOH 1045.41 ± 9.49
2 MeCl 1768.31± 75.82
3 Hexane 1770.47± 19.97
4 SFE 1801.71± 23.57
5 Eugenol 187.52 ± 3.5
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    2. ABTS 양이온 라디컬 소거능 분석(ABTS cation radical 

scavenging assay)

비자나무 잎 추출물 4종에 대하여 ABTS 양이온 라디컬 소거 활성(ABTS cation 

radical 소거 활성)을 측정하였다. 표준물질을 제외한 시료의 농도는 100-750 μg/mL

의 농도로 진행하였으며, 각각에 대한 IC50값을 계산하였다. 각 추출물별 항산화 

활성은 SFE, MeOH, MeCl, n-hexane 순으로 나타났으며, SFE의 IC50값은 196.48 μ

g/mL로 우수한 ABTS cation radical 소거 활성을 나타내었다(Figure 17, Table 6). 기

존의 연구에서는 유기용매 추출물을 이용한 실험 결과 DPPH와 마찬가지로 MeOH 

추출물의 활성이 IC50값 595.23 μg/mL로 가장 높은 것으로 확인되었다[83]. 이는 

역시 넓은 범위의 물질을 녹여내는 MeOH의 특징이 원인으로 추측된다. SFE 추출

물은 DPPH와 ABTS의 실험 데이터가 일관성을 가지는 유기용매 3종과 달리 DPPH

에서 가장 낮은 활성을, ABTS에서는 가장 높은 활성을 보였다. 이로 미루어보아 

기존 유기용매 3종과는 다른 물질이 SFE 추출물의 높은 ABTS 항산화능에 영향을 

미치고 있을 것으로 사료 된다.
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Figure 17. ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 

salt) cation radical scavenging activities of Torreya nucifera L. extract.(p<0.05)
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Table 6. IC50 values of ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

diammonium salt) cation radical scavenging activities of Torreya nucifera L. extract

No. Sample ABTS (μg/mL)
1 MeOH 282.11 ± 14.29
2 MeCl 405.8 ± 4.55
3 Hexane 446.09 ± 1.54
4 SFE 196.48 ± 2.52
5 Eugenol 22.28 ± 0.19
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   제 3절 총 폴리페놀과 플라보노이드 함량 측정

(Determination of total polyphenol and flavonoid contents)

    1. 총 폴리페놀 함량 측정(Determination of total polyphnol 

contents)

갈산을 표준물질로 사용하여 표준 검정 곡선을 작성하고 비자나무 잎 추출물에 

함유된 총 폴리페놀 함량을 측정하였다. 각 추출물의 총 폴리페놀 함량은 1 g 당 

함유한 갈산의 양(gallic acid equivalent, GAE)으로 환산하여 나타내었다. 측정 결과 

n-hexane 추출물이 가장 많은 폴리페놀 함량 (50.93 ± 0.84 GAE mg/g) 을 나타내었

다(Table 7). 비자나무 잎의 SFE, MeCl 추출물을 이용한 연구는 기존에 진행된 바

가 없었으며, 유기용매 추출물을 이용한 실험 결과 hexane보다 MeOH 추출물이 더 

높은 polyphenol 함량을 보인 것으로 확인되었다[83]. 이는 추출 용량 등의 상세 추

출 조건이 다소 다른 것이 원인으로 추측된다.
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Table 7. Total polyphenol contents of Torreya nucifera L. extract

No. Sample TPC (GAE mg/g)
1 MeOH 44.07 ± 1
2 MeCl 45.59± 0.74
3 Hexane 50.93± 0.84
4 SFE 38.44± 1.25
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    2. 총 플라보노이드 함량 측정(Determination of total flavonoid 

contents)

퀘르세틴을 표준물질로 사용하여 표준 검정 곡선을 작성하고 비자나무 잎 추출

물에 함유된 총 플라보노이드 함량을 측정하였다. 각 추출물의 총 플라보노이드 함

량은 1 g 당 함유한 퀘르세틴의 양(quercetin equivalent, QUE)로 환산하여 나타내었

다. 측정 결과 MeCl 추출물이 가장 많은 플라보노이드 함량 (112.86 ± 7.43 QUE 

mg/g) 을 나타내었다(Table 8). 기존 연구에서 유기용매 추출물을 이용한 실험 결과 

hexane보다 MeOH 추출물이 더 높은 flavonoid 함량을 보인 것으로 확인되었다[83]. 

이는 역시 추출 용량 등의 상세 추출 조건이 다소 다른 것이 원인으로 추측된다.
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Table 8. Total flavonoid contents of Torreya nucifera L. extract

No. Sample TFC (QUE mg/g)
1 MeOH 65.49 ± 10.67
2 MeCl 112.86± 7.43
3 Hexane 94.26± 3.58
4 SFE 71.42± 0.31
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   제 4절 항염증 활성 분석(Anti-inflammation activity assay)

    1. 세포 독성 실험(MTT assay)

비자나무 잎 SFE 추출물의 세포 독성을 측정하기 위해 25 μg/mL, 50 μg/mL, 100 

μg/mL 농도 범위에서 세포 독성을 측정하였다. 실험 결과 24시간 경과 후 50 μ

g/mL 농도까지 세포 독성이 나타나지 않았다(Figure 18). 기존 연구에서 비자-초두

구 혼합 추출물이 10 μg/mL 농도 범위까지 세포 독성이 없는 것이 확인되었다[86]. 

본 연구의 비자나무 잎 SFE 추출물은 기존 연구의 비자-초두구 추출물보다 세포 

독성이 없어 더 안전한 양상을 보이며, 세포 독성의 정도에 차이가 있는 것은 실험 

재료와 추출 방법의 상이함이 원인으로 추측된다. 따라서 본 실험에서 사용한 비자

나무 잎 SFE 추출물은 세포 독성이 확인되지 않아 화장품 산업에 적용할 수 있을 

것으로 사료 된다.
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Figure 18. Cell viability of RAW264.7 cells of Torreya nucifera L. SFE extracts. 

RAW264.7 cells were treated with Torreya nucifera L. SFE extracts (25-100 µg/mL) 

for 24 h.(p<0.05)
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    2. 산화질소 분석(Nitric oxide assay)

비자나무 잎 SFE 추출물의 항염증 활성을 확인하기 위해 NO assay를 실시하였

다. 사용한 세포주는 RAW 264.7 대식세포주이며, LPS (1 μg/mL)를 단독 그리고 

SFE 방법으로 추출한 비자나무 추출물을 이용하여 실험을 진행하였다. 이때 비자

나무 추출물은 MTT assay에서 50 μg/mL까지 독성이 없는 양상을 나타냈으며, 이런 

결과를 바탕으로 본 실험에서는 세포 생존율에 안전한 50 μg/mL 범위 내에서 각각 

25 μg/mL, 50 μg/mL의 농도로 24시간 배양한 후 LPS를 처리하여 실험을 진행하였

다(Figure 19). 그 결과, LPS를 처리한 군은 LPS 무처리군에 비해 높은 염증 생성량

을 보였으며, 비자나무 SFE 추출물을 처리한 실험군은 약 10%~40% 정도 염증 발

현을 감소시키는 것을 확인할 수 있었다. 기존의 연구에서는 비자나무 에센셜 오일

이 0.1 μg/mL에서 90% 가까이 nitric oxide를 억제하는 것이 확인되었으나[75], 해당 

연구는 본 연구와 세포 배양의 농도부터 그 외 여러 조건이 달라 SFE 추출물과 에

센셜 오일의 활성 정도의 차이를 명확하게 밝히기 위해서는 같은 조건의 실험이 

필요할 것으로 사료 된다. 다만 뛰어난 NO 억제능을 보인 에센셜 오일의 주요 구

성성분이 모노테르펜, 세스퀴테르펜이라는 점에서 낮은 농도에서도 효과적으로 ni-

tric oxide를 억제하는 비자나무 잎 SFE 추출물의 활성 성분 또한 테르펜류 물질로 

추측된다.
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Figure 19. Nitric oxide production of Torreya nucifera L. SFE extracts. RAW 264.7 

cells were treated with LPS alone (1 µg/mL), or with LPS (1 µg/mL) and Torreya 

nucifera L. SFE extracts. (25-50 µg/mL) for 24 h.(p<0.05)
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   제 5절 신경보호 활성 분석(Neuroprotection activity assay)

    1. 아세틸콜린 분해효소 억제 분석(Acetylcholine esterase in-

hibition assay)

비자나무 잎 추출물 4종에 대하여 AChE 억제 활성을 측정하였다. 표준물질을 제

외한 시료의 농도는 100-5000 μg/mL의 농도로 진행하였으며, 각각에 대한 IC50값을 

계산하였다. 각 추출물별 AChE 억제 활성은 SFE, MeOH, n-Hexane, MeCl 순으로 

높은 것으로 나타났으며, SFE의 IC50값은 1152.89 μg/mL로 확인되었다(Figure 20, 

Table 9).

기존 연구 결과에 따르면 에센셜 오일 류가 콜린 분해효소를 효과적으로 억제하

는 경향이 있다[99]. 이러한 효과는 에센셜 오일의 주요 구성 물질인 모노테르펜의 

영향 때문으로 추측된다. 특히, 비자나무에서 다량 발견되는 향기 성분 리모넨은 

두 연구에서 각각 586.3 μg/mL과 225.9 μg/mL의 높은 활성을 나타냈다[99, 100]. 비

자나무 잎 유기용매, SFE 추출물은 향기 물질의 추출에 적합한 방법으로, 다량의 

테르펜 물질이 함유된 것으로 예상되며, 이 테르펜 물질들이 AChE 억제 활성에 영

향을 미친 것으로 사료 된다.

다만 기존 연구들과 본 연구의 AChE 억제능 실험은 실험 시약부터 완충액의 

pH, 반응 시간 등의 여러 분석 조건에서 차이가 있었다. 그렇기 때문에 도출되는 

데이터가 다소 상이할 수 있으므로, 더 정확한 분석을 위해서는 동일한 실험 조건

에서 실험을 반복할 필요가 있다. 또한 리모넨이 다량으로 추출되는 유기용매 추출

물과 SFE 추출물 간의 활성 차이를 고려할 때, 정확한 평가를 위해 구체적인 물질 

분석이 필요하다.
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Figure 20. Acetylcholine esterase inhibition activities of Torreya nucifera L. 

extract.(p<0.05)
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Table 9. IC50 values of  Acetylcholine esterase inhibition activities of Torreya 

nucifera L. extract

No. Sample AChEinhibition (μg/mL)

1 MeOH 2398.88 ± 30.41

2 MeCl 2710.19± 61.82

3 Hexane 2667.33± 45.08

4 SFE 1152.89± 18.16

5 Limonene 883.34± 7.89

6
STD

(Tacrine hydrochloride)
1.27 ± 0.15
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   제 6절 향기 물질 분석(Aroma substances analysis)

    1. Gas chromatography-mass spectrometry(GC-MS) analysis

 비자나무 잎 유기용매, SFE 추출물에 함유된 활성 성분을 확인하기 위하여 

GC/MS 분석을 진행하였다(Figure 21, Table 10). 유기용매, SFE 추출물에서 총 36가

지 성분이 확인되었다. MeOH, MeCl, Hexane 추출물에서 모두 ferruginol이 27~55% 

사이로 가장 많이 함유된 것으로 확인되었고, SFE 추출물에서는 candinol이 17.34%

로 가장 많이 함유된 것이 확인되었다. 비자나무 MeOH 추출물에서는 8개의 성분

이 확인되었고, MeCl 추출물은 10개, Hexane 추출물은 15개, SFE 추출물은 11개의 

성분이 확인되었다. 모든 추출물에서 공통으로 확인되는 성분은 candinol이 있었으

며, 추출물 간의 성분들이 대체로 서로 다른 양상을 보였다. 특히 유기용매 추출물

에서는 모두 ferruginol이 27~55%로 가장 높은 함량을 보인 것에 반해 SFE 추출물

에서는 전혀 확인되지 않았다. SFE 추출물은 유기용매 추출물들과는 다르게 iso-

pulegol, gleenol, Z,Z-2,5-Pentadecadien-1-ol, 2-Methylnonane, Cyclododecanol 등의 성분

이 함유된 것으로 확인되었다. 이는 비자나무 잎의 주성분으로 리모넨, α-피넨이 주

로 확인되던 기존의 연구와는 상이한 것으로[75, 97, 101], 추출 방법의 차이 혹은 

짙은 색의 시료는 분석이 어려운 GC-MS 기기의 특성으로 인해 불가피하게 너무 

낮은 농도로 진행한 분석이 원인으로 추측된다.

본 연구의 항산화, AChE 억제능 실험 결과 SFE 추출물의 활성이 가장 좋았으며, 

MeOH 추출물의 활성이 두 번째로 좋았다. MeCl, Hexane 추출물은 유사한 활성을 

나타내었고, 비교적 활성이 낮은 MeCl, Hexane 추출물보다 활성이 높았던 SFE 추

출물의 성분들이 항산화, AChE 억제에 유효한 것으로 추측된다. 특히 SFE 추출물

에만 있는 isopulegol, gleenol, Z,Z-2,5-Pentadecadien-1-ol, Decanal 등의 성분들이 높은 

AChE 억제능에 영향을 미치는 것으로 판단된다. 그 중에서도 SFE 추출물에서만 

발견되는 isopulegol은 비자나무 잎에 관한 기존 연구에서 검출된 적이 없는 모노테

르펜 계열 성분으로 높은 항염증, 통증 완화 등 신경보호 관련 생리활성을 보이는 

것으로 알려져 있다[102-104]. 또한 AChE 억제에 유효한 모노테르펜의 특성상 본 

연구에서 비자나무 SFE 추출물의 AChE 억제능은 isopulegol의 영향을 받은 것으로 

사료된다.
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Figure 21. GC/MS chromatogram of extracts of T. nucifera extracts. (A) MeOH; 

(B) MeCl; (C) Hexane; (D) SFE.
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Table 10. Identified substances from the oil extracts of Torreya nucifera

Compound Fomula Composition (%)
MeOH MeCl Hexane SFE

Terpenes and terpenoids
isopulegol C10H18O - - - 9.12

alpha-Cubebene C15H24 - 3.74 - 10.96
Bicyclo[4.1.0]-3-heptene, 

2-isopropenyl-5-iso-

propyl-7,7-dimethyl-

C15H24 2.83 - - -

gleenol C15H26O - - - 7.17
Cadinol C15H26O 4.72 8.21 6.54 17.34

C15H28O - - - 7.59
Ferruginol C20H30O 54.58 36.18 27.33 -

Abieta-8,11,13-trien-18-ol C20H30O - 16.84 - -
Dehydroabietinol C20H30O 16.47 - - -

Phytol C20H40O - 7.25 - -
Phytyl acetate C22H42O2 - - 8.2 -

Non-terpene organic compounds
1,3,5-Triazine-2,4-diamine, 

6-bromo-N,N'-diethyl-
C7H12BrN5 - - - 3.24

Carbitol acetate C8H16O4 - - 3.11 -
1,3-Diacetylbenzene C10H10O2 - - 2.7 -

Decanal C10H20O - - - 7.15
2-Methylnonane C10H22 - - 2.53 -

9,9-Dimethoxybicyclo[3.3.1]

nona-2,4-dione
C11H16O4 - 5.45 - -

1,2-Epoxyundecane C11H22O - 5.66 - -
2-Methyldecane C11H24 - 6.02 - -

Undecane C11H24 4.08 - - -
2,6-Dimethylnonane C11H24 - - 2.1 -

Carbonic acid, allyl 2-eth-

ylhexyl ester
C12H22O3 4.47 - - -

Cyclododecanol C12H24O - - - 9.38
3,7-Dimethyldecane C12H26 - - 5.51 -

Dodecane C12H26 - - - 7.94
Tridecane C13H28 - - 7.1 -

1,3-Di-tert-butylbenzene C14H22 - - 5.31 -
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2,4-Di-tert-butylphenol C14H22O - - 9.64 -
Oxalic acid, 6-ethyloct-3-yl 

ethyl ester
C14H26O4 - - 2.45 -

Palmitic Acid C16H32O2 - - 15.11 -
Dioctyl ether C16H34O - 7.42 - -

Sulfurous acid, pentadecyl 

2-propyl ester
C18H38O3S - - 2.37 -

Tris(tert-butyldimethylsily-

loxy)arsane

C18H45AsO3S

i3
- 3.23 - -

2-Hydroxyhexadecyl buta-

noate
C20H40O3 - - - 8.03

1,1'-Bicyclopentyl, 2-hex-

adecyl-
C26H50 4.52 - - -

l-(+)-Ascorbic acid 2,6-di-

hexadecanoate
C38H68O8 8.33 - - -
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 제 5장 결론 및 제언

본 연구의 목적은 모노테르펜을 함유한 비자나무 잎 추출물을 이용하여 치매에 

유효한 방향 제품 등의 화장품을 개발하는 것으로, 항산화능 측정을 위한 실험 결

과 DPPH 자유 라디칼 소거 분석에서 MeOH 추출물이 IC50값 1045.41 μg/mL로 가

장 높은 활성을 나타냈다. ABTS 양이온 라디칼 소거 분석에서는 SFE 추출물이 

IC50값 196.48 μg/mL로 가장 높은 활성을 나타냈다. 폴리페놀과 플라보노이드 함량

을 측정하기 위한 실험 결과 TPC에서는 Hexane 추출물이 50.93 GAE mg/g으로 가

장 높은 폴리페놀 함량을 나타냈고, TFC에서는 MeCl 추출물이 112.86 QUE mg/g으

로 총 플라보노이드 함량이 가장 높았다. 비자나무 잎 SFE 추출물은 항염증 효능

을 측정하기 위한 실험에서 50 μg/mL까지 세포 독성이 없는 것이 확인되었고, 25 

μg/mL의 농도에서 효과적으로 NO를 억제하는 것이 검증되었다. 치매를 유발하는 

주요 물질 중 하나인 AChE를 억제하는 실험에서는 비자나무 SFE 추출물의 IC50 

값이 1152.89 μg/mL로 가장 높은 활성을 나타냈다. 비자나무 잎 추출물의 물질 구

성을 분석하기 위한 GC-MS 분석 결과 총 36가지 성분을 확인하였고, SFE 추출물

을 제외한 유기용매 추출물의 주성분이 디테르펜에 속하는 Ferruginol인 것이 확인

되었다. 반면 가장 높은 AChE 억제능을 보였던 SFE 추출물에는 Ferruginol이 검출

되지 않았으며, 주성분은 Cadinol, alpha-Cubebene, Cyclododecanol, Isopulegol으로 확

인되었다.

결과적으로 비자나무 잎 추출물은 항산화, 항염증, 인지기능 저해 억제 생리활성

을 나타냈다. 특히 ABTS 항산화능과 AChE 억제능 실험 결과가 유사한 양상을 보

였으며, 가장 항산화능이 좋았던 SFE 추출물은 세포 독성 실험에서 농도 의존적으

로 세포 독성이 없는 모습을 보였고, 낮은 농도에서도 효과적으로 염증 유발인자인 

NO를 억제하는 모습이 확인되었다. 따라서 비자나무 잎 SFE 추출물은 농도 의존

적으로 세포에 안전하게 적용되며, 염증 억제에 효과적인 것으로 사료 된다. AChE 

억제능 실험에서는 AChE의 신체 내 대사 및 작용 원리에 따라 항산화능과 항염증

에 대한 생리 활성이 AChE 억제능에 영향을 미친 것으로 추측된다. 이와 같은 비

자나무 잎 추출물의 각종 생리활성에 대한 활성 물질을 확인하기 위해 물질 분석

을 진행한 결과 비자나무 잎 SFE 추출물에서 기존의 비자나무 연구에서는 확인된 

바 없는 isolpulegol이 확인되었다. isopulegol은 뛰어난 항염증, 통증 완화, 신경보호 
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효과를 나타내는 모노테르페노이드로, isopulegol의 생리활성이 비자나무 잎 SFE 추

출물의 AChE 억제능에 영향을 미치는 것으로 사료 된다. 따라서 비자나무 잎의 뛰

어난 항산화 효과와 항염증, AChE 억제 효과는 비자나무 잎의 생리활성을 활용한 

방향 제품 개발에 유효할 것으로 예상되며, 인체에 직접 닿는 화장품 개발에도 유

효할 것으로 추측된다. 특히 본 연구를 토대로 비강과 피부를 통해 흡수되는 모노

테르펜의 특성을 활용한 화장품, 방향 제품을 개발한다면 인지기능 저해를 효과적

으로 억제하는 제품을 만들 수 있을 것으로 사료 된다. 

다만 본 연구에서 물질 분석을 진행하였으나 GC-MS 분석 장비의 특성상 시료가 

가진 색이 너무 진할 경우 정확한 분석이 어렵다는 문제가 있었다. 본 연구의 비자

나무 추출물은 모두 시료의 색이 매우 진하여 불가피하게 낮은 농도로 정성 분석

만을 진행하였다. 이를 보완하기 위해서는 시료의 색을 투명하게 조정할 수 있는 

추출 방법을 설정하고 정량 분석을 진행할 필요가 있다. 또한 본 연구에서는 일반

적인 항산화 실험과 시험관 내 실험만을 진행하였기 때문에 비자나무 잎 추출물의 

본격적인 제품화를 위해서는 생체 내 실험, 인체 적용 시험을 통한 용법 및 용량과 

체내에 흡수된 비자나무 잎 추출물이 어떤 물질로 변화하는지, 임산부 등 특정 물

질에 예민한 집단을 대상으로 한 비자나무 잎 추출물의 안전성 등에 관한 후속 연

구가 필요하다. 또한 기존의 비자나무 잎 연구에서는 확인된바 없는 새로운 성분 

isopulegol에 대한 생리활성, 안전성 등의 후속 연구가 필요할 것으로 보이며, 이러

한 후속 연구를 통해 새롭게 확인된 isopulegol을 포함한 비자나무 잎 추출물의 효

능과 안전성을 더욱 심층적으로 이해할 수 있을 것으로 사료 된다.
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