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ABSTRACT: Machilus thunbergii was an important medicinal resource and distributed widely in China. In this study, the

bioactivities of dichloromethane fraction (DF) and water fraction (AF) from Machilus thunbergii methanol extract were

investigated. Total phenolic contents of DF and AF were 57.90 ㎎ Gal/g and 189.92 ㎎ Gal/g, and total flavonoid contents

were 17.34 ㎎ Que/g and 58.38 ㎎ Que/g respectively. The EC50 for DPPH radical scavenging activity of DF and AF were

24.37 ㎍/㎖ and 2.10 ㎍/㎖. Reducing power and hydroxyl radical scavenging activities of AF were higher than those of DF.

The α-glucosidase inhibitory activity of AF (IC50 =  1.13 ㎍/㎖) was higher than that of DF (IC50 = 5.34 ㎍/㎖). The cell via-

bility was showed that only the DF had anti-proliferation effect on human cancer cell HT-29. These results suggested that

both the DF and AF extract of Machilus thunbergii were potential materials for anti-diabetes and functional food for their

radical scavenging activity.
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서 언
 

후박나무 (Machilus thunbergii)는 녹나무과 (Lauracecae)에

속하며, 그 수피를 토후박 (厚朴) 또는 홍남피라고 하는데, 주

로 남부지역에 자생 또는 재배되고 있다. 후박나무의 약효로

는 복통, 천해, 흉복부팽만의 치료제나 정장, 이뇨, 건위, 소담

등으로 알려져 있으며, 껍질에서는 미백효과가 있는 machilin

A, meso-monomethyl dihydroguaiaretic acid, nectandrin A와

nectandrin B 같은 lignan계 화합물 (Li et al., 2003) 및

sesquiterpene이 보고되어 있으며, 잎에서는 quercetin, trifolin

및 quercitrin 등의 flavonoid (Park et al., 1990)류가 있다. 

한방에서는 나무껍질을 후박피라 하며 최근에는 약리작용 연

구가 많이 진행되어 수십 가지의 효능이 알려졌다. 토후박에서

분리된 meso-dihydroguaia-retic acid (MDGA), licarin A는

glutamate유도에 의해 신경독성을 억제하는 신경보호활성을 연

구한 결과에서 이 두 물질은 항산화 활성을 통하여 배양한 신

경세포를 뚜렷하게 보호한다고 보고되어 있다 (Ma et al.,

2005)와 CH2Cl2 fraction에서 분리된 (+)-9'-hydroxygalbelgin,

isogalcatinB, (7S,8S,8'R)-3',4'-dime-thoxy-3,4-methylenedioxylignan-

7-ol, 1-hydroxy-7-hydroxymethyl-6-methoxyxantho-ne, 5,7-

dimethoxy-3',4'- methylenedioxyflavan-3-ol, (+)-(3S,4S,6R)-3,6-

dihydroxy-piperitone, protocatechuic acid methyl ester와

tyrosol들도 신경보호활성을 연구한 실험에서 rat의 피질세포

배양을 통하여 신경독성 억제 율을 측정하였을 때 MK-801과

비교할만한 활성을 나타내었으며 농도 범위는 0.1 µM에서

10.0 µM로 나타났다고 보고되어 있으며 (Ma et al., 2009),

또 Machilin A는 Melanoma B-16 cell에서 melanine의 생성

을 억제한다고 보고되어 있어 미백효과에도 가능성이 있다고

알려져 있다 (Li et al., 2004). 

당뇨병은 고혈당을 특징으로 하는 일련의 대사 질환군으로,

만성적인 고혈당은 대혈관 합병증, 미세혈관합병증, 당뇨병성

신경병증 및 신장질환과 같은 합병증을 야기한다 (Defronzo,

1981; Steiner et al., 1984; Young and Stout, 1987). 이에

당뇨병에 대한 치료목표는 지속적으로 이상적인 혈당을 유지

하여 당뇨병성 합병증을 예방하고 지연하는 것이다. 또한 공

복혈당뿐 아니라 식후혈당을 가능한 정상치에 가깝게 조절하

는 것은 당뇨병의 치료 및 예방에 있어서 매우 중요하다

(Jenkins et al., 1988; Haller, 1998; Lebovitz, 1998).
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α-glucosidase는 식이 중에 함유된 탄수화물의 소화과정 마

지막 단계를 촉매하여 포도당으로 전환시키는 효소로서, α-

glucosidase 저해제는 탄수화물의 소화와 흡수를 지연시켜 식

후 혈당증가를 완화시킨다. α-glucosidase 저해제는 고인슐린

혈증이나 저혈당을 유발하지 않고, 인슐린 분비를 촉진시키며

소장에서 글루카곤 분비를 억제하는 glucagon-like peptide-1의

분비를 촉진한다 (Mooradian and Thurman, 1999; Baron,

1998). 현재 acarbose와 voglibose 등의 α-glucosidase 저해제

가 시판되고 있으나 이들 약제를 장기간 복용한 경우 일부환

자에 있어서 복부팽만감, 구토, 설사 등 부작용을 나타낼 수

있어 그 사용이 제한될 수 있다 (Hanefeld, 1998). 따라서 이

런 부작용을 줄이고 식후의 혈당강하 효과를 낼 수 있는 대체

식품 및 천연물에 대한 관심이 모아지고 있다.

따라서 본 연구에서는 항산화효과가 뛰어난 토후박 추출물

이 인류건강과 의약품, 식품 등 여러 분야의 천연항산화제로

의 가능성과 항암활성의 가능성을 알아 보고, 항당뇨의 기능

성 식품, 약품으로서의 활용에 있어 기초자료로 사용하고자 본

실험을 수행하였다. 

재료 및 방법 

1. 실험재료 및 추출방법

본 실험에 사용한 토후박나무 껍질은 중국 강소성에서 채집

한 것으로 음건된 2㎏을 이용하여 MeOH로 60℃에서 24시

간씩 세 번 추출하고 농축하여 MeOH추출물 238.5 g을 얻었

다. 상기 추출물을 물로 녹인 후 Hexane, CH2Cl2, BuOH등

용매극성 순으로 세 번씩 분획하고 용매별 분획을 합병하고

농축하여 Hexane (23.7 g), CH2Cl2 (71.0 g), BuOH (56.2 g)

및 H2O (96.9 g) 분획을 얻었다. 상기분획들 중 항당뇨활성이

있는 CH2Cl2 fraction (DF)과 H2O fraction (AF)을 항산화활

성 실험과 병행하여 본 연구를 진행하였다. 생리 활성 실험에

서는 모든 샘플과 부동한 농도에서 3반복으로 실험하였으며,

통계 프로그램은 SPSS 11.5에서 one-way ANOVA중 Duncan’s

multiple range test를 사용하여 분석하였다. 

2. 총페놀성 및 총플라보노이드 화합물 함량측정

총페놀성 화합물의 함량 측정은 Folin-Denis (Jayaprakasha

et al., 2007) 법에 의해 정량하였다. 먼저 1.0㎎/㎖로 조제한

추출물 1㎖에 Folin-reagent 1㎖를 가하여 3분간 정치한 후

10% Na2CO3 1㎖을 혼합하고 1시간 실온에서 방치한 후 725

㎚에서 흡광도 (Optizen 2120UV, MECASYS CO. LTD,

Daejeon KOREA)를 측정하였다. 표준곡선은 gallic acid

(Sigma Co., USA)를 이용하여 작성하였다. 총 폴리페놀 함량

은 아래의 식에 의해 계산하였다.

Absorbance = 0.0069㎎ gallic acid − 0.042 (R2 = 0.9982)

총플라보노이드 함량은 Davis (Chang et al., 2002)변법을

이용하였다. 1.0㎎/㎖로 조제한 추출물 1㎖에 diethylene

glycol 10㎖ 및 1 N NaOH 1㎖을 가하고 잘 혼합한 후 30

℃에서 1시간 반응시킨 후 420㎚에서 흡광도를 측정하였다.

이때 검량곡선은 quercetin (Sigma Co., USA)을 이용하여 작

성하였으며. 총플라보이드 함량은 아래의 식에 의해 계산하였다.

Absorbance = 0.0061㎎ quercetin − 0.0281 (R2 = 0.9997)

3. DPPH radical 소거활성 측정 

DPPH radical 소거 실험은 광범위하게 쓰이는 간단하고 편

리한 항산화 검색법으로, 특히 phenol과 aromatic amine 화합

물의 항산화능 측정에 많이 사용된다 (Blois, 1958). 

시료를 10, 50, 100, 500, 1000㎍/㎖의 농도로 준비한 추

출물 1㎖에 0.2 mM DPPH용액 1㎖을 잘 혼합하여 25분간

실온에서 방치하고 multiplate spectrophotometer (ELx800TM,

Biotek, USA)를 사용하여 515㎚에서 흡광도를 측정(Eom et

al., 2007)하고 아래와 같이 계산하여 EC50값으로 나타내었다.

Scavenging effect (%) = [1 − (Asample – Ablank) / Acontrol] × 100%

L-Ascorbic acid를 positive 대조군으로 사용하였다. EC50 (/)

는 DPPH 라디칼 소거활성이 50% 나타내는 추출물의 농도를

나타내는 것이다.

4. 환원력의 측정 

 즉 각각의 농도별로 조제한 시료 0.1㎖에 0.2 M 인산 완

충액 (pH 6.8) 0.25㎖과 1% potassium ferrcyanide [K3F3

(CN)6] 0.25㎖을 넣은 다음, 50℃에서 20분간 반응시킨다. 반

응 후 0.25㎖의 10% trichloroacetic acid를 첨가하고 1000

rpm 10분간의 원심분리를 통하여 얻어진 상층 액에 0.1%의

FeCl3 0.05㎖을 넣어서 발색반응을 유도시킨 다음, multiplate

spectrophotometer (ELx800TM, BioTek, USA)를 사용하여

750㎚에서 흡광도를 측정하였다(Goh et al., 2009).

5. •OH 소거능 측정 

Hydroxyl radical 소거능 측정은 Fenton 반응으로 생성된

•OH에 의해 핵산의 구성당인 deoxyriboserk 분해되는 정도를

TBA 발색법을 이용하여 축정한다. 시험관에 각 추출물 0.2㎖

에 10 mM FeSO4/EDTA용액 0.2㎖, 10 mM 2-deoxyribose

0.2㎖, 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) 1㎖를 잘 혼합한

후, 10 mM H2O2 0.2㎖를 가하고 37℃에서 4시간 반응시킨

후 2.8% TCA (trichloroacetic acid)용액 1㎖과 0.1% TBA

(Thiobarbituric acid)를 첨가하여 100℃에서 10분간 가열한 후

급속 냉각시켜 532㎚에서 UV-visible spectrophotometer

(Optizen 2120UV, Mecasys, Korea)에서 흡광도를 측정하였다.
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6. 세포독성 및 항암활성 측정

토후박나무껍질 MeOH추출물의 각 용매분획의 암세포 및

정상세포의 증식 억제효과는 Green et al. (1984)등의 방법에

따라 MTT assay를 이용하여 시행하였다. MTT분석은 세포

단백질 염색을 이용하여 세포증식이나 독성을 측정하는 방법

으로 10% fetal bovine serum 및 각각의 MDA-MB-231과

HT-29를 함유하는 RPMI 164배지와 293을 함유하는 DMEM

배지를 5 × 105 cell/㎖ 농도로 200㎕ 씩 각 well에 첨가하여

72시간 동안 배양 (37℃, 5% CO2)시킨 후 0.2 M 이하의

DMSO로 녹인 300㎍/㎖의 시료를 첨가하여 48시간 동안 다

시 배양하였다. 그 후 상등액을 aspirator로 조심스럽게 제거하

고 새로운 배지와 MTT용액을 50㎖ 씩 첨가해 4시간 동안

염색시켰다. 결합되지 않은 MTT염색액은 네 번 정도 헹구어,

건조시킨 후 DMSO 150㎕로 염색제를 녹인 후 550㎚에서

흡광도 (ELx800 Absorbance Microplate Reader, Biotek,

USA)를 측정하였다. 

7. α-glucosidase 저해활성 

토후박의 용매별에 따른 추출물을 10, 50, 100, 200㎍/㎖

의 농도로 희석하여 0.75 unit/㎖의 α-glucosidase 효소액

25㎕를 50 mM potassium phosphate buffer (pH 6.5) 200

㎕에 넣고 혼합한 후 2 mM p-nitrophenyl-α-D-glucopyrano-

side를 가하여 37℃에서 30분간 반응시켰다. 0.5 M Na2CO3를

가하여 반응을 정지시킨 후 405㎚에서 흡광도를 측정하여 효

소 반응으로 생성된 nitrophenyl의 함량을 정량하여 각 추출물

을 처리하지 않은 대조구와 비교하여 효소활성을 계산하였다

(Kim et al., 1991).

저해율 (%) = (1 −A / B) × 100. A: 시료 첨가구의 흡광도,

B: 시료 무첨가구의 흡광도. (단, A, B 모두 대조구의 흡광도

를 제외한 수치임)

결과 및 고찰

1. 총페놀성 및 총플라보노이드 함량

식물계에 널리 분포되어 있는 페놀성 화합물은 2차 대사산

물의 하나로 다양한 구조와 분자량을 가진다. 이들은 phenolic

hydroxyl기를 가지므로 단백질 및 거대분자들과 쉽게 결합하

여, 항암 및 항산화 활성과 같은 다양한 생리활성을 나타낸다

(Choi et al., 2005; Lee and Lee, 1994). 따라서 본 실험에

서는 토후박나무 껍질의 항산화 및 항암활성을 알아보고자 토

후박나무 껍질의 두 가지 fractions의 총페놀성 및 총플라보노

이드 함량을 측정한 후 그 결과를 Table 1에 나타내었다. 토

후박나무 껍질의 DF와 AF의 총페놀 함량은 57.90㎎/g과

189.92㎎/g으로 나타 내었으며 상기 두 가지 fraction의 총플

라보노이드 함량은 17.34㎎/g과 58.38㎎/g으로 나타났다.

Park and Lim, (2009)에 따르면 조릿대 잎 70% 에탄올 조추

출물로부터 얻어진 각 용매별 분획 중 chloroform (155.9㎎/

g)과 ethyl acetate (124.6㎎/g) 및 n-butanol (119.2㎎/g) 분

획은 천연 항산화제로서 특히, 지질의 과산화를 방지하는 용

도로서의 활용 가치가 있다고 보고하였는데, 이러한 결과를 토

대로 토후박의 경우 DF와 AF가 57.90㎎/g과 189.92㎎/g의

총페놀함량을 보이므로 상당한 항산화 활성을 가지고 있음을

확인할 수 있었다. 

2. DPPH radical 소거활성

토후박나무 껍질의 MeOH 추출물의 DF와 AF의 DPPH

free radical 소거 활성을 측정한 결과는 Table 2에 나타내었다.

항산화 활성 중 DPPH radical에 대한 토후박나무 껍질의 DF

와 AF 두 가지 fractions의 소거 활성은 EC50 24.37 ±

0.88㎍/㎖과 2.10 ± 0.11㎍/㎖로 비교적 높은 항산화 활성을

나타내었다. 이러한 결과는 토후박나무 껍질 MeOH 추출물이

항산화 활성이 뛰어나 항산화제로의 이용가능성 측면에서도

매우 좋을 것으로 사료된다. Kwoen et al. (2006)은 여러 조

건에서 상황버섯을 추출한 후 DPPH radical을 측정한 후

EC50 17.14㎍/㎖의 결과 값을 얻어 상황버섯 추출물이 뛰어

난 항산화제임을 제시하였다. 이와 같은 결과로 미루어 토후

박은 상황버섯보다 더 뛰어난 항산화제로 이용가능성을 확인

할 수 있었다. 

3. 환원력 측정

토후박의 식품 또는 의약품으로의 연구 가치를 측정하는 가

Table 1. Total phenolics and total flavonoid contents of Machilus
thunbergii extracts.

Extracts
Total phenolics

(㎎ Gala/g)
Total flavonoids

(㎎ Queb/g)

DF   57.90 ± 1.62  17.34 ± 0.71

AF  189.92 ± 1.83  58.38 ± 0.59
aGallic acid (Gal) was used as a standard for measuring of the total
phenolic content. 
bQuercetin (Que) was used as a standard for measuring of the total
flavonoid content.
Note: Values expressed are the mean ± S.D. of three parallel
measurements.

Table 2. DPPH radical scavenging activities of Machilus thunbergii
extracts.

Sample EC50 (㎍/㎖)

 DF  24.37 ± 0.88 

 AF    2.10 ± 0.11 

 L-Ascorbic acid  12.25 ± 0.39 

Note: DF and AF represent CH2Cl2 and H2O fraction from methanol
extract of Machilus thunbergii, L-Ascorbic acid is the positive control. 
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장 기초적인 단계로서, 본 실험에서는 토후박나무 껍질의 메

탄올 추출물로부터 얻은 DF과 AF의 환원력을 측정하였다

(Lee et al., 2004). Fig. 1에서 나타나는 바와 같이 토후박의

환원력은 100, 500, 1000㎍/㎖의 농도에서는 DF는 0.036,

0.260과 0.476, AF는 0.357, 1.122와 1.181의 흡광도를 보여

농도 의존적으로 환원력을 보임을 확인할 수 있었다. 그러나

동일 농도에서 항산화제로 널리 쓰이는 BHA (0.129, 0.297,

1.096)보다 DF는 약한 환원력을 AF는 강한 환원력을 나타냄

을 알 수 있었다.

4. •OH 소거활성 측정

•OH은 수용액에서 강산 반응성을 나타내어 지질산화를 개

시하고 DNA에 손상을 주거나 돌연변이를 유발하는 물질로

알려져 있고 생체의 대사과정에서 생성되는 기질의 과산화물

이나 과산화수소가 Fe2+나 Cu2+이온의 존재 하에서 생성되며

가장 독성이 강한 자유라디칼로서 소거하는 정도를 측정하였

다 (Bu et al., 2004). 대조군으로는 항산화제로 알려져 있는

BHT를 사용하였다. Fig. 2에서 보여주는 바와 같이 토후박의

DF와 AF분획은 100㎍/㎖의 농도에서 50%와 60% 이상의

라디칼 억제 능을 보였으나, AF는 오히려 500과 1000㎍/㎖

농도에서는 활성이 큰 변화를 나타내지 않았음을 확인할 수

있었다.

5. 토후박 추출물의 암세포 증식 억제 효과

항암활성을 측정하는 방법 중 MTT 검색법은 96-well plate

를 사용하며 그 결과를 ELISA reader (Multiwell microplate

reader)를 이용하여 많은 시료를 간단하게 판독할 수 있어 세

포독성 및 세포증식을 검색하는 법으로서 sulforhodamin B

(SRB)검색법과 더불어 널리 사용되고 있는 분석 방법이다. 일

반 세포와 달리 암세포는 대사과정에서 미토콘드리아의 탈수

소 효소 작용에 의해 노란색 수용성 MTT tetraxolium을 자주

색을 띠는 비수용성의 MTT formazan으로 환원시킨다. MTT

formazan의 흡광도는 550㎚ 근처 파장에서 최대가 되며, 대

사적으로 왕성한 세포의 농도를 반영하는 것이다 (Park et al.,

1987). Fig. 3과 같이 실험에 사용된 토후박 추출물의 경우

10, 50, 100㎍/㎖로 조절하였으며 정상세포와 암세포에 성장

에 대한 억제 효과를 검토하였다. 대조군 5-FU이 25㎍/㎖의

농도에서 46.35 ± 0.65%의 세포 성장 억제력을 나타내었으며,

DF는 대장암 세포인 HT-29 cell line에서는 50, 100㎍/㎖에

서 42.76 ± 1.07%와 56.35 ± 1.65%의 억제율을 나타내었으며,

유방암 세포인 MDA- MB-231에서의 샘플은 각각 17.35 ±

1.26% 및 25.48 ± 2.37%의 성장 억제력을 보였으나, AF는 억

제능력을 거의 나타내지 않았다. 이와 같은 결과는 Kwon et

al. (2007) 등 발표한 결과와 비교해 보았을 때 토후박이 뛰어

난 항암 활성도 가지고 있음을 확인할 수 있었다.

Fig. 1. Reducing power of Machilus thunbergii extracts.

Fig. 2. Effects of Machilus thunbergii extracts on hydroxyl radical
(·OH) scavenging assay.
a-bValues with different letters differ significantly (p < 0.05).

Fig. 3. Anti-proliferation effect of Machilus thunbergii extracts on
human cancer cell HT-29. 
The final concentration of positive control 5-FU is 25㎍/
mL.
a-dValues with different uppercase superscripts among the
three concentrations and 5-FU are significantly different
at p < 0.05 by ANOVA with Duncan’s multiple range
test. 
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6. α-glucosidase 저해효과

고혈당과 관련된 많은 생화학적 경로들 (포도당의 자가산화,

polyol 경로, 단백질 당화 등)에 의해 자유 라디칼의 생성이

증가됨이 알려졌고, 그 밖에도 당뇨병에서는 여러 인자들에 의

해 산화 스트레스 및 조직의 산화적 손상이 증가될 수 있다

(Baynes and Thorpe, 1999). 당뇨병에서 혈장, 적혈구막, 저밀

도 지단백 등의 지질과산화가 증가됨이 밝혀졌다 (Sato et al.,

1979). 이런 산화스트레스를 막을 수 있는 기전은 자유 라디칼

의 직접적인 소거, 지질과산화의 억제 혹은 생체 내 항산화 효

소계 (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase)

를 활성화 하는 방법으로 나눌 수 있다.

당뇨병은 암 및 순환기 질환과 더불어 3대 질병의 하나로 지

목되고 있다. α-Glucosidase는 소장의 brush-border membrane

에 존재하는 소화효소로서 이당류나 다당류 형태의 탄수화물

이 소화 흡수되기 위한 상태인 단당류로 가수분해하는 역할을

한다. α-Glucosidase 저해제는 탄수화물 식이 후 혈당상승을

억제할 수 있다. 

토후박의 DF와 AF 시료를 농도별로 조제하여 효모 기원의

α-glucosidase에 대한 저해활성을 검토한 결과 100㎍/㎖ 농도

에서 DF와 AF이 각각 79.97%와 56.99%로 비교적 높은 억

제효과를 보였다. Table 3에 표시한 바와 같이 양성대조군으

로 사용한 acarbose의 IC50은 0.068 ± 0.03㎍/㎖으로 나타났으

며, DF와 AF의 IC50은 각각 5.34 ± 0.31㎍/㎖과 1.13 ± 0.79

㎍/㎖으로 나타내었다. Cho 등 (2007)은 오미자 추출물에서

α-glucosidase 저해 활성을 측정한 결과 200㎍/㎖의 농도에서

물 추출물이 97.4%, 60.0%, 에탄올 추출물이 84.5%의 활성

을 나타낸다고 보고한 바 있다. 따라서 토후박 추출물이 오미

자의 물 추출물과 에탄올 추출물과 비교하였을 때 더욱 강한

활성을 나타냄은 알 수 있었으며, 토후박의 두 가지 추출분획

으로 부터 높은 억제 효과를 나타내는 물질 분리 정제를 통해

강력한 α-glucosidase 억제제를 개발 할 수 있다고 판단된다.

시판되고 있는 acarbose와 같은 α-glucosidase 저해제는 장

기간 복용할 경우 일부 환자에 있어서 복부팽만감, 구토, 설사

등 부작용을 나타낼 수 있어 그 사용이 제한될 수 있다. 이에

부작용이 적은 천연물로부터 혈당강하제를 찾으려는 연구가

활발히 진행되고 있으며, 상엽, 상백피(Asano et al., 1994;

Goldman et al., 1990), 황금(Nishioka et al., 1998) 등의 추

출물이 α-glucosidase 저해활성이 높았고 이들 추출물로부터

α-glucosidase 저해제를 분리하기도 하였다. 

본 연구에서도 천연물인 토후박 추출물로부터 α-glucosidase

의 저해활성을 확인함으로써 혈당강하제로서의 토후박 추출물

의 기능성을 검정하였다. 하지만, 본 연구에서는 토후박 추출

물이 α-glucosidase에 대한 높은 저해활성을 나타냄을 밝혔을

뿐이기에, 앞으로 토후박의 추출물 중 어떤 물질에 의해 탄수

화물 소화효소의 저해활성이 높아졌는지에 대한 추후 연구가

필요하다.
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