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Abstract − Korean traditional prescription, Oyaksungisan was usually used to treat rheumatoid arthritis, paralysis. In this study,

we compared the contents of five major components, ephedrine HCl, ferulic acid, hesperidin, 6-gingerol, glycyrrhizin and var-

ious unknown compounds in Ohyaksungisan (OY) with fermented Ohyaksungisan (FOY) by established HPLC-DAD method.

The neuroprotective activity against glutamate-induced cytotoxicity in HT22 cell of OY and FOY was investigated by MTT

assay. And anti-oxidative activity of OY and FOY was measured by DPPH radical, hydrogen peroxide and hydroxyl radical

scavenging activity. After fermentation, contents of five major components and some unknown compounds (1), (2), (3) and (4)

were increased in FOY. Also, FOY showed more potent neuroprotective activity. Furthermore, anti-oxidative activity of FOY

was increased. In conclusion, the fermentation of OY could change contents various compounds and improved its neu-

roprotective activity.
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최근 생활 수준의 향상과 의학의 발달과 더불어 개인의

평균 수명을 증가시켰다. 그러나 급격한 노령화로 인해 노

화에 따른 각종 퇴행성 질환 발생이 증가하고 있다. 특히 치

매와 같은 퇴행성 뇌신경계 질환은 사회적 문제로 대두되

고 있다. 퇴행성 뇌신경 질환의 주된 원인이 활성 산소종

(reactive oxygen species, ROS) 축척에 의한 산화적 스트레

스에 기인한다는 것이 보고되었다.
1-3)

 Glutamate는 아미노

산으로, 중추신경계에서 주요한 흥분성 신경전달물질이다,

과도한 glutamate의 농도는 N-aceytl cystein 흡수를 억제하

여 산화적 스트레스를 유발시킨다.
4,5)

 HT22 cell은 마우스

해마 기원 세포주로서 glutamate로 유도된 뇌신경 질환의

기전을 연구하는 세포 모델로 사용되고 있다.
6,7)

한방제제는 예로부터 퇴행성 뇌 질환과 같이 다양한 종류

의 질병에 대한 예방과 치료에 사용되었다. 사람의 몸에 적

합하여 부작용이 적기 때문에 많이 이용되고 있다. 한방제

제는 여러 가지 생약재로 구성되어 있기 때문에 다양한 효

능을 나타낼 수 있다. 한방제제중의 하나인 오약순기산은

마비, 뇌졸중과 류마티스 관절염 치료제로 사용되었다. 보

고된 문헌에 따르면, 오약순기산의 물 추출물은 항 염증작

용과 항 알러지작용을 한다.
8)
 대한약전외한약(생약)규격집

에 따르면 오약순기산은 마황(Ephedra sinica), 진피(Citrus

unshiu), 오약(Lindera strichnifolia), 천궁(Cnidium officinale),

백지(Angelica dahurica), 백강잠 (Bombyx mori), 지각

(Citrus aurantum), 길경(Playtcodon grandiflorum), 건강

(Zingiber officinale), 감초(Glycyrrhiza glabra), 생강(Zingiber

officinale) 그리고 대조(Zizyphus jujube) 로 구성 되어 있다.

발효와 같은 생물전환은 오약순기산과 같은 한방제제나

생약의 유효성분의 인체 내 흡수를 최대화하고 성분들의 효

능을 극대화 시킬 수 있는 방법 중 하나 이다.
9-11)

 본 연구

에서는 오약순기산을 유산균에 의해 발효시켰다. 지표성분

의 함량 분석을 위해 생리활성 구성 약재 중 지표성분의

HPLC를 통한 개별적 정량 분석법이 확인된 마황(Ephedrine

hydrochloride), 생강(6-gingerol), 감초(glycyrrhizin), 지각

(hesperidin) 그리고 천궁(Ferulic acid) 을 선정하였다 (Fig.

1). 발효 전후의 지표성분의 함량과 다른 성분의 함량 변화
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를 확립된 HPLC 분석방법을 통해 비교 분석 하고 발효 전

후의 오약순기산의 glutamate에 유도된 산화적 스트레스로

부터 뇌신경 세포 보호작용을 측정하고 비교하였다 또한 항

산화 활성의 변화를 측정하고 뇌신경 세포 보호작용과의 관

계를 확인하였다.

재료 및 방법

시약 및 재료 −오약순기산은 한국한의학연구원에서 제공

받았다. HPLC 분석을 위한 용매는 HPLC급 시약을 사용하

였다. 분석에 사용된 표준품 중 ferulic acid는 Sigma(USA)

로부터 구입하였으며, ephedrine HCl, 6-gingerol, glycyrrhizin,

hesperidin는 식품의약품안전청으로부터 구입하였다. 각 표

준 물질의 순도는 98% 이상을 나타냈다. Dulbecco's modified

Eagle's medium(DMEM)과 fetal bovine serum(FBS)은

Gibco BRL. Co.로부터 구입하였다. Glutamate와 6-hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbboxylic acid(trolox), 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide(MTT),

2,2-azinobis(3-ethylbenthiazolin)-6-sulfonicacid(ABTS), 2,2-Di

(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl(DPPH)는 Sigma(U.S.A.)

로부터 구입하였다.

오약순기산 제조 −오약순기산은 전탕 추출법에 의한 조

제를 실시하였다. 각 한약재들은 마황 6 g, 진피 6 g, 오약

6 g, 천궁 6 g, 백지 4 g, 백강잠 4 g, 지각 4 g, 길경 4 g, 건

강 2 g, 감초 1.2, 생강 3쪽, 대추 2개를 무게의 10배에 해

당하는 생수에 넣어 1 시간 침적시킨 후 180 분 열탕 추출

하였다.

오약순기산 발효 −오약순기산 물 추출물은 1 M NaOH

을 이용하여 전체의 pH를 8.0으로 조절한 후, 121
o
C에서 15

분간 가압멸균한 다음, 유산균을 접종하였다. 발효를 위해

균주로 사용된 Lactobacillus acidophilus KFRI 128은 한국

식품연구원에서 분양 받았다. 발효 전, 균주는 MRS broth

배지에서 24 시간 동안 37
o
C 조건하에서 2회 계대 배양한

후 같은 배양 조건에서 배양액을 배지에 접종하였다. 희석

을 통해 초기균을 1-5 × 10
7
 CFU/ml 로 맞춘 후 7.5 ml의

균주를 750 ml의 멸균된 오약순기산에 접종하여 48 시간 동

안 37
o
C에서 배양하였다.

발효 전후 오약순기산 성분분석 − HPLC는 Dionex사의

시스템을 사용하였고, 시스템은 pump(LPG 3X00), auto

sampler(ACC-3000), column oven(TCC-3000SD), diode array

UV/VIS detector(DAD-3000(RS))로 구성 되어있다. 분석은

35
o
C에서 LUNA C18 column(5 µm, 250 × 4.60 mm)을 통

해 수행하였다. 이동상은 HPLC 분석용 water와 methanol

을 이용하였고, flow rate는 1.0 ml/min으로 하였다. 이동상

조건은 Table I에 제시되어 있다. UV wavelength는 각 지

표성분의 최대 UV흡수 파장 값을 고려하여 ephedrine HCl

는 207 nm, hesperidin 과 6-gingerol는 250 nm, glycyrrhizin

는 280 nm 그리고 Ferulic acid는 320 nm로 설정하여 해당

되는 파장에서 각 지표성분의 peak area를 측정하였다. 시

료는 OY와 FOY의 무게를 정확히 측정한 후, 60% methanol

Fig. 1. Chemical structures of five marker constituents in Oyaksungisan.

Table I. Gradient condition of mobile phase for chromatographic

separation

Time

(min)

0.1% TFA Water 

(%)

MeOH

(%)

Flow rate

(ml/min)

0 80 20 1.0

10 80 20 1.0

15 65 35 1.0

30 50 50 1.0

40 35 65 1.0

50 35 65 1.0

60 30 70 1.0
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에 녹여 10 mg/ml로 하였다. HPLC 분석 전 0.45 µm filter

로 여과한 후, 20 µl 주입하여 분석하였다. 

HT22 세포배양 및 뇌세포 보호 활성 측정 −생쥐 해마

유래 세포주인 HT22 세포는 서울대학교로부터 분양하여 사

용하였다. HT22 세포는 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지

를 사용하여 5% CO2 배양기 내에서 37
o
C에서 배양하였다.

Glutamate로 유발된 독성에 대한 뇌세포 보호 활성을 측정

하고자 MTT assay를 시행하였다. HT22 세포를 48-well

plate에 6.7 × 10
4
 cells/300 µl를 분주하여 24 시간 배양한 후

시료, Trolox(positive control) 와 glutamate를 첨가한 후 24

시간 동안 배양하였다. 배양 후 배지를 제거하고 MTT assay

를 시행하였다. 뇌세포 보호 활성은 relative protection(%)

로 나타냈다. 통계처리는 ANOVA test를 적용하였다.

DPPH Free Radical 소거 활성 측정 −메탄올에 각 시

료를 녹여 단계 희석된 희석액(150 µl)에 메탄올에 녹인

0.4 mM DPPH 용액(150 µl)을 가하여 실온의 암실에 방치

한다. 30분 후 517 nm에서의 흡광도 측정하였다. 항산화제

인 L-ascorbic acid는 positive control으로 사용되었다. 

Hydrogen Peroxide 소거 활성 측정 − 96 well micro plate

에 물에 의해 단계 희석된 시료(80 µl), 0.1 M phosphate

buffer(pH 5.0, 100 µ1)를 넣고 10 mM H2O2(20 l)를 가하여

37
o
C에서 5분간 반응시켰다. 그 후에 1.25 mM ABTS(30 µl)

와 1 U/ml peroxide -ase(30 µl)를 첨가하여 혼합한 후 37
o
C

에서 10분간 반응시킨 후 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Hydroxyl radical 소거 활성 측정 − 10 mM FeSO4·7H2O

(200 µl), 10 mM EDTA(200 µl), 10 mM 2-deoxyribose

(200 µl)을 혼합한 혼합물을 물에 녹여 단계 희석된 시료

(200 µl)와 0.1 M phosphate buffer(pH 7.4)를 가하여 총량

을 1.8 ml로 하고 H2O2(200 µl)를 첨가 후 37
o
C에서 4시간

동안 반응시킨다. 반응 후, 2.8% TCA (1 ml)과 0.1% TBA

(1 ml)의 혼합액에 첨가한 후 더운 물에 10분간 유지시킨

후, 532 nm에서 흡광도를 측정하였다.

결과 및 고찰

발효 전후 오약순기산 성분분석 −발효 전후의 오약순기

Table II. Contents of five marker compounds in the OY and FOY

Content (µg/mg)

Ephedrine HCl Ferulic acid Hesperidin 6-Gingerol Glycyrrhizin

OY 3.17±0.612 0.54±0.026 2.32±0.025 0.18±0.003 1.137±0.010

FOY 3.02±0.083** 0.45±0.001*** 2.17±0.006*** 0.11±0.011** 1.05±0.013

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. OY (ANOVA)

Fig. 2. The HPLC chromatogram of OY (A) and FOY (B). (1 = 250 nm, 2 = 280 nm, 3 = 320 nm)
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산의 생리활성 성분의 변화를 분석하기 위해 확립된 HPLC-

DAD 동시분석법을 이용하였다. 오약순기산 (Ohyaksungisan,

OY)와 발효된 오약순기산 (fermented Ohyaksungisan, FOY)

의 5가지 지표성분의 함량 분석 결과는 Table II에 나타내

었다. FOY의 지표성분의 함량이 OY의 지표성분의 함량보

다 4.98~37.94% 감소하였다. OY와 FOY성분에 대한 HPLC

chromatogram를 확인해 보면 다양한 성분들 중에 FOY에서

Unknown compounds (1), (2), (3), (4)의 성분이 증가한 것

을 확인 할 수 있었다 (Fig. 2).

HT22 세포배양 및 뇌신경 세포보호 활성 측정 − OY와

FOY의 glutamate로 유발한 독성에 의한 HT22 cell에 대한

보호 활성을 검색하였다. OY는 10 µg/ml과 100 µg/ml에서

각각 7.95% 와 16.20%의 세포 보호 활성을 나타내었고

FOY는 10 µg/ml과 100 µg/ml에서 각각 23.31%와 16.26%

의 세포 보호 활성을 나타내었다. 비교 결과, 10 µg/ml에서

199.50%와 100 µg/ml에서는 0.37%의 증가율을 보였다.

FOY의 뇌 세포보호 활성이 OY의 뇌세포 보호 활성보다 활

성을 높아진 것을 확인하였다 (Fig. 3).

항산화 활성 측정 −항산화 활성을 비교 측정하기 위해

DPPH radical 소거 활성, hydrogen peroxide 소거 활성 그

리고 hydroxyl radical 소거 활성을 측정하였다. 비교 측정

결과, DPPH radical 소거 활성과 hydrogen peroxide 소거

활성 측정에서는 FOY가 OY보다 약간의 활성 증가를 나타

내었다. Hydroxyl radical 소거 활성의 경우, FOY가 OY에

비해 강한 활성을 보였다. 전체적으로 발효 후 항산화 활성

이 높아진 것을 확인 할 수 있었다 (Fig 4).

결 론

본 연구에서 오약순기산을 유산균, Lactobacillus acidophilus

KFRI 128을 이용하여 발효시킨 후, 발효 전후의 성분변화,

Fig. 3. The neuroprotective effects of OY and FOY on

glutamate-induced cytotoxicity in HT22 cells. HT22 cells were

treated with 10 and 100 µg/ml of OY and FOY then incubated

for 24 h with glutamate (2 mM). Positive control, trolox

(50 µM) exhibited relative protective activity (95.64 ± 8.19%).

Each bar represents the mean ± SD of three independent

experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. OY (ANOVA)

Fig. 4. Anti-oxidant activites of OY and FOY. (A) DPPH radical scavenging activity, (B) Hydrogen peroxide scavenging activity,

(C) hydroxyl radical scavenging activity. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. OY (ANOVA)
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뇌신경 세포보호 활성과 항산화 활성의 차이를 비교 분석

하였다. HPLC-DAD을 통해 발효 전후의 오약순기산을 분

석한 결과, 5가지 지표성분인 ephedrine HCl, ferulic acid,

hesperidin, 6-gingerol, glycyrrhizin함량이 감소하였고 다른

성분의 경우, unknown compounds인 (1), (2), (3), (4)의 함

량이 증가하였다. 발효 전후의 뇌신경 세포보호 활성과 항

산화 활성을 비교 분석한 결과에서 발효 시킨 오약순기산

의 뇌세포 세포보호 활성이 발효 전보다 증가하였으며 항

산화 활성도 증가하였다. 결론적으로 발효에 의한 오약순기

산의 생리활성 성분 변화가 뇌신경 세포보호 활성과 항산

화 활성의 향상에 기여한 것으로 판단된다. 또한 항산화 활

성을 결과를 통해 오약순기산의 뇌신경 세포보호 활성이

HT22 cell에서의 산화적 스트레스에 의한 세포 사멸과 관련

이 있는 것으로 추정된다. 향후 발효 전후의 전환 또는 생

성되는 새로운 물질의 정확한 규명과 함께 발효 전후의 활

성변화에 관한 더 많은 연구가 진행되어야 할 것으로 사료

된다.
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