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극한 저온 추출 공정을 처리한 지치의 면역활성
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ABSTRACT : This study was performed to investigate the enhancement of immunomodulatory activities of Lithospermum

erythrorhizon by extreme process. The extracts are WE100 (water extract for 24 hours at 100℃ ), WE80 (water extract for

24 hours at 80℃), EE (70% ethyl alcohol extract for 24 hours at 80℃ ) and EPE (extreme process for 30 minutes at 25℃ ,

500 ㎫ after 70% ethyl alcohol extracts for 3 hours at 40, 50, 60℃ ). Extraction yield was increased up to 5 ~ 10% by extreme

process, compare to the normal extraction such as water solvent extraction, 70% ethyl alcohol solvent extraction. The cyto-

toxicity of the extracts was showed in the range of 12.68 ~ 15.89% at 1.0 ㎎/㎖ for human lung cell (HEL299). The EPE40

was showed the lowest cytotoxicity 12.68%. The EPE60 extracted by extreme process increased the growth of human B and

T cells up to 12.12 × 104 cells/㎖ and 14.88 × 104 cells/㎖, respectively and the EPE60 greatly increased the cytokine secretion

of both IL-6 and TNF-α. The extracts by extreme process also exhibited higher levels of nitric oxide production from mac-

rophages than the lipopolysaccaharides. It can be concluded that Lithospermum erythrorhizon has immune activities and

The extreme process could increase higher immune activities possibly by immunomodulatory compounds.
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서 언

생명체의 면역기능은 외부 자극으로부터 신체를 보호하는 기

작을 총칭하는 것으로 우리 몸에는 이 면역을 담당하는 기관

및 조직, 세포들이 존재하고 있다. 이들의 유기적인 시스템을

면역계라고 하며, 이들은 다양한 요인에 의해 영향을 받는다

(Abo et al., 2005). 또한 면역조절물질은 비특이적으로 면역

세포들을 자극하여 생체의 면역기능을 증진시킴으로써, 질병요

인으로부터 생체의 방어력을 증강시키는 것이다. 이러한 면역

조절 물질로 화학 합성물질, 미생물 조성물, 생물제제 등이 연

구되고 있다. 그러나 상기의 면역조절 물질의 대부분은 부작용

또는 독성으로 인하여 실제 생체에 적용하기에는 한계를 가지

고 있다. 이러한 문제점을 해결하기 위하여 최근에는 독성이

없는 식품소재 또는 천연물로부터 추출한 유효성분이나 기존

의 한방제의 효능검증을 통해 면역조절물질 개발의 연구가 수

행되고 있다.

이러한 천연물 중 하나인 지치 (Lithospermum erthrorhizon.,

gromwell)는 지치과 (Boraginaceae) 식물로 자초, 자단, 지초,

자근 등의 이름으로 불리우는 다년생 초본 식물로 우리나라 전

역에 야생하고 있다 (Cho et al., 1999). 지치는 한방에서 해

독, 청열 등의 소염제로서 급성 염증과 화농성 병증에 내복하

면 효과가 있다고 알려져 있으며 화상, 동상, 습진 등을 치료하
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는데 사용하여 왔다 (Staniforth et al., 2004). 지치의 유효

성분으로 알려진 acetylshikonin 등을 포함한 shikonin 유도

체 성분은 항산화 활성 (Han et al., 2008), 항염증 활성

(Bai, 2004), 항미생물 효과 (Chen et al., 2003) 등이 알려

져 있다.

천연물 유용성분의 추출방법은 추출효율이 높고 추출물의

품질이 우수하며 경제성, 안전성 및 환경 친화적 조건이 구비

되어야 한다. 기존의 스팀 증류법, 고온용매 추출법 등의 전통

적인 방법이나 최근 실용화가 활발한 초임계 유체 추출법 등

은 여러가지 장점을 지니고 있지만 추출효율, 에너지 소비, 경

제성 등의 측면에서 개선의 필요성이 남아있다 (Ganzler et

al., 1987; Lopez-Avila et al., 1996; Kwon, 1998).

이에 반해 본 공정에서 사용한 극한 저온 처리 기술인 초

고압 기술은 기존의 일반적인 열수 추출인 60℃ 이상의 온도

보다 낮은 30℃ 이하의 온도에서 400㎫ 이상의 매우 높은

압력의 극한 조건으로 추출을 하는 공정으로서, 최근 다양한

분야에서 각광받고 있는 기술로 식품에 적용하여 영양소 및

비영양성 식물 화학성분 추출에 가장 효율적으로 활용될 수

있는 기술로 주목받고 있다. 특히 극한 저온 공정인 초고압

공정을 이용하면 열처리를 하지 않거나 최소의 열처리만으로

식품의 가공 및 처리가 가능함에 따라 산성 식품의 살균 등

에 이용되는데, 그 식품들의 향, 맛, 영양가, 색을 기존의 물

리적 처리와 비교하였을 때 기존 공정에 비해 더 좋은 효과

를 나타내는 것으로 보고되었다 (Deliza et al., 2005). 기존

의 전통적인 추출 방법은 추출 효율이 낮고 에너지 소비가

많으며 발생되는 열로 인해 유용성분의 파괴 및 단백질 변성

이 일어남에 따라 성분의 손실, 가용성분 위주의 추출은 물론

열에 대하여 불안정한 단점을 가지고 있다 (Park et al.,

2004). 이러한 단점을 개선할 수 있을 것으로 기대되는 극한

저온 공정 기술인 초고압 공정은 약용식물로부터 높은 압력

으로 단시간에 목적 성분을 추출하는 것이 가능하며, 천연물

이 열에 의한 조직 손상에 의한 성분 변화를 막고 불순물의

생성을 줄여 높은 순도의 단일성분을 쉽게 얻을 수 있다는

장점을 가진다. 이는 초고압 하에서 일어나는 단백질 변형 및

세포막 파괴 (Kim et al., 2007)의 결과와 같이 높은 압력

처리로 인하여 천연물의 단단한 조직을 파괴하여 천연물에 함

유되어 있는 생리활성 성분의 용출을 증진시킬 수 있을 것으

로 사료된다. 따라서 본 연구에서는 기존 일반 추출물과의 비

교를 통한 극한 저온 공정 기술의 유용성분 활성 증진 효과

를 알아보고자 초고압 기술을 이용하여 다양한 생리활성을 가

지는 것으로 알려진 지치로부터 유용성분을 추출하고 세포수

준에서 이들의 면역 활성을 탐색하고 면역 제제로서의 활용

가능성을 평가함으로써 약용식물을 이용한 기능성 식품 및 공

정 관련 분야의 기초자료로서 가치를 지니게 하고자 본 연구

를 수행하였다.

재료 및 방법

1. 실험 재료 및 시약

본 실험에서 사용된 지치 (Lithospermum erythrorhizon

Sieb. et Zucc.)는 2009년 11월에 경북 영천에서 생산된 것으

로 약업사 (대광약업사, 한국)에서 구입하였으며, 건조된 상태

로 사용하였다.

본 연구의 세포배양 시 필요한 배지로 RPMI 1640 (GIBCO,

USA)을 사용하였고, 그 밖에 배양에 필요한 시약으로 hepes

buffer (Sigma, USA)와 fetal bovine serum (GIBCO, USA),

gentamycin sulfate (Sigma, USA), Trypsin-EDTA (Sigma,

USA)를 사용하였다.

2. 시료 처리 조건

극한 저온 공정은 지치의 뿌리부분을 80 g에 70% ethyl

alcohol 800㎖와 함께 넣어 공기가 들어가지 않도록 잘 밀봉

한 후, 초고압 장치 (Ilshin autoclave, Korea)를 이용하여

500㎫의 압력으로 25℃, 30분간 실행하였다. 초고압 공정이

끝난 시료를 수직 환류 냉각기에 부착된 추출 flask에 모은

뒤 40, 50, 60℃에서 각각 3시간 추출하였다. 일반 열수 추출

은 시료 중량에 대하여 10배의 증류수를 추출용매로 사용하여

각각 80℃와 100℃에서 24시간 추출하였다. 에탄올 추출은

70% ethyl alcohol을 추출 용매로 시료 중량의 10배를 넣어

80℃에서 24시간 추출하였다. 얻어진 각각의 추출물들을 감압

여과장치 (Rotary Vacuum Evaporator N-N series, EYELA,

Germany)로 여과하여 농축을 하였고, 동결건조를 한 후 분말

상태로 제조하여 실험에 사용하였다 (Kim et al., 2008).

3. 세포주 및 세포 생육 배지

실험에 이용된 세포주는 인간 피부섬유아세포인 CCD-986sk

(Skin fibroblast cell, human, ATCC, USA), 인간 면역 세포인 T

cell (Jurkat, ATTC, USA)과 B cell (Raji, ATTC, USA)을 이용

하여 검증하였으며 RPMI 1640배지에 10% heating-inactivated

FBS를 첨가시켜 배양하였다. RAW264.7 (mouse, macrophage,

40071, KCLB)은 D-MEM배지에 2 mM L-glutamine, 0.2 mM

myoinositol, 20 mM folic acid, 10-4M2-mercaptoethanol, 12.5%

fetal bovine serum (FBS)와 12.5% horse serum (Myelocult)을

첨가시켜 배양하였으며 실험에 사용하였다.

 

4. 정상세포 독성 측정

정상세포 독성 측정을 위해서 SRB assay를 이용하였다.

Sulforhodamine B (SRB) assay는 세포 단백질을 염색하여 세

포의 증식이나 독성을 측정하는 방법으로 실험 대상 세포인

CCD-986sk의 농도를 10% heat-inactivated FBS media에서

45 × 104 cells/㎖로 96 well plate의 각 well에 100㎕씩 첨가
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하여 24시간 배양 (37℃, 5% CO2)한 후, 각각의 지치 시료

를 최종농도 0.05, 0.1, 0.5, 1.0㎎/㎖로 100㎕씩 첨가하여

48시간 배양하였다. 배양이 완료 된 후에 상등액을 제거하고

차가운 10% (w/v) trichloroacetic acid (TCA)를 100㎕ 가

하여 4℃에서 1시간 동안 방치한 후 증류수로 45회 세척하여

TCA를 제거하고 실온에서 plate를 건조한 뒤 각 well에 1%

(v/v) acetic acid에 녹인 0.4% (w/v) SRB용액을 100㎕씩

첨가하고 상온에서 30분 동안 염색시켰다. 결합되지 않은

SRB 염색액은 1% acetic acid로 45회 정도 세척, 건조시킨

후에 10 mM Tris buffer 100㎕를 첨가하여 염색액을 녹여낸

후 540㎚에서 ELISA reader (Molecular Devices, Sunnyvale,

CA, USA)를 이용하여 흡광도를 측정하였다.

5. 면역세포 생육 증진 효과

면역기능 증강 효과는 인간 면역 세포인 T cell (Jurkat)과 B

cell (Raji)을 이용하여 검증하였다. 세포의 생육은 10% FBS를

함유하는 RPMI 1640 배지를 이용하여 5% CO2, 37℃에서 배양

하였으며, 면역기능 증강 효과는 6 well plate에 세포를

1.0× 104cells/㎖의 농도로 조절한 후 시료를 투여하여 6일 동안

배양하면서 매일 각 well의 cell을 hemacytometer로 세포 수를

측정하여 생육도를 측정하는 방법을 사용하였다 (Lee et al.,

2002).

6. Cytokine 분비량 측정

Cytokine은 IL-6와 TNF-α의 정량을 Chemicon (USA)사의

IL-6와 TNF-α 정량 kit를 사용하여 측정하였다. 세포의 농도

를 1.0 ~ 2.0 × 104 cells/㎖의 농도로 조절한 후 24 well plate

에 900㎕씩 첨가하여 24시간 동안 배양 (37℃, 5% CO2)시

킨 후 시료의 최종농도를 0.5 g/ℓ로 100㎕씩 첨가하여 다시

배양 (37℃, 5% CO2)하였다. 원심분리기를 이용하여 배양배

지의 상층액을 취한 다음 450㎚에서 microplate reader를 이

용하여 흡광도를 측정하여 얻어진 O.D값을 표준물질을 이용

해 작성한 표준곡선과 비교하여 cytokine의 양을 측정하였다

(Lim et al., 2008).

7. 대식세포에서의 nitric oxide 생성능 측정

사용된 세포주는 마우스 유래 RAW264.7 대식세포이며, 세

포는 10% heat-inactivated bovine serum과 90% DMEM을

이용하여 24 well plate에 45 × 104 cells/well의 농도로 넣은

다음, 시료를 첨가하거나 첨가하지 않고 5% CO2 incubator

안에서 37℃에서 48시간동안 배양하여 실험에 사용하였다. 대

식세포에서 발생되는 nitric oxide의 양은 활성화된 대식세포

배양액에 축적되어 있는 nitrite의 양을 microplate assay를 이

용하여 정량함으로서 측정하였다. 먼저 시료를 처리하고 48시

간 동안 세포를 배양하고 상등액 50㎕를 취하여 동일부피의

griess시약 (1% sulfanilamide/ 0.1%, N-(1-naphthyl)-ethylenediamine

dihydrochloride/2.5% H3PO4)을 첨가하여 실온에서 10분간 반

응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 540㎚의 흡광도를 측정

하였다. Nitrite의 표준물질로는 sodium nitrite를 사용하였으며

농도는 0.25μM에서부터 4μM까지 DMEM 배지로 2배씩

희석하여 얻은 표준곡선과 비교하여 계산하였다. NO 생성능의

음성 대조구 물질로는 LPS를 사용하였다 (Petra et al., 2008).

8. 통계처리

데이터의 통계처리는 각 시료를 3회 반복으로 행해졌으며,

모두 평균 ± SEM으로 나타내었다. 대조군을 포함한 각 실험

그룹의 평균 차는 일원분산분석 (one-way ANOVA)을 통해

그 값을 구하였다. 또한 데이터 분석을 실시하기 위해 통계용

소프트웨어 패키지인 SPSS 10.0 (SPSS institute, Chicago,

IL)을 사용하였다. 평균값의 차이는 P < 0.05의 조건에서 유의

한 것으로 간주하였다. 

결과 및 고찰

1. 공정별 지치 추출물의 수율

Table 1은 지치의 공정별 추출 수율을 나타낸 것이다. 모든

공정 중에서 극한 저온 공정 추출물이 높은 수율을 나타내었

다. 지치 열수 추출물은 100℃ (WE100)와 80℃ (WE80)에서

각각 20.47%, 20.78%의 수율을 보였고, 에탄올 추출물 60℃

(EE)는 19.78%의 수율을 보였다. 가장 낮은 수율을 보인 에탄

올 추출물은 용매가 물 용매가 아닌 에탄올 용매의 사용으로

지치에 있는 가용 성분들이 열수 추출의 물 용매보다 적게 녹

Table 1. Comparison of the extraction yields and shikonin contents
of Lithospermum erythrorhizon according to different extraction
processes.

Sample Extraction condition Yields (%, w/w)

L. erythrorhizon

WE1001) 20.47±0.31†

WE802) 20.78±0.62

EE3) 19.78±0.55

EPE404) 20.78±0.22

EPE505) 21.27±0.80

EPE606) 23.66±0.18
†Mean values ± SEM from triplicate separated experiments are shown.
1)WE100: Water extraction for 24 hours at 100℃.
2)WE80: Water extraction for 24 hours at 80℃.
3)EE: 70% ethyl alcohol extraction for 24 hours at 80℃.
4)EPE40: Extreme process extraction for 30 minutes at 25℃, 500 ㎫

with 70% ethyl alcohol solvent and extraction for 3 hours at 40℃.
5)EPE50: Extreme process extraction for 30 minutes at 25℃, 500 ㎫

with 70% ethyl alcohol solvent and extraction for 3 hours at 50℃.
6)EPE60: Extreme process extraction for 30 minutes at 25℃, 500 ㎫

with 70% ethyl alcohol solvent and extraction for 3 hours at 60℃.
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아 나와 추출 수율이 낮게 나왔을 것으로 사료된다. 극한 저온

공정 추출물의 수율은 40℃ (EPE40)에서 20.45%, 50℃

(EPE50)에서 21.27%, 60℃ (EPE60)에서 23.66%의 수율을 나

타났다. 가장 높은 수율을 나타낸 공정은 극한 저온 공정 추출

물 60℃ (EPE60)로 나타났다. 기존의 일반 열수추출물에 비해

극한 저온 공정 추출물의 수율이 높게 나타나는 것은 지치와

같은 단단한 조직을 갖고 있는 시료가 갖고 있는 유용성분 용

출의 어려움을 500㎫의 높은 압력을 통하여 조직 및 세포벽

을 파괴 (Bennett, 1998)하고 용매가 접촉하는 시료의 면적을

넓게 하여 조직과 세포내 유용성분들의 용출을 용이하게 된 것

으로 사료되며 극한 저온 공정 추출물 중 60℃에서 가장 높은

수율을 나타낸 것은 초고압 처리 시 25℃의 저온에서 용출되어

나오는 유용성분과 고온에서 추출되어 나오는 유용성분이 40℃

와 50℃보다 60℃에서 많이 용출되어 나온 것으로 사료된다.

2. 정상 세포 독성

각 공정별로 추출한 지치 추출물이 정상세포에 영향을 미치

는지 세포 독성 변화를 알아보기 위해 인간 피부섬유아세포인

CCD-986sk를 이용하여 정상세포 독성 실험하였으며, 실험에 사

용된 sample 농도는 각각 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0㎎/㎖로 조절

하여 측정하였다. Fig. 1은 지치 각 공정별 추출물의

CCD986sk에 대한 독성을 나타낸 그림으로 각 공정을 통해 얻

은 지치 추출물의 세포독성은 농도 의존적으로 증가하는 경향

을 나타내었으며, 모든 시료가 1.0㎎/㎖의 농도에서 16% 미만

의 낮은 세포독성을 나타내었다. 모든 공정의 시료가 20% 미만

의 낮은 독성을 나타내는 것으로 보아 지치 추출물이

CCD986sk에 대해 유의할만한 독성을 나타내지 않는 것을 확인

할 수 있었다. 그 중에서 극한 저온 공정 추출물이 다른 공정

추출물 보다 낮은 세포독성을 나타냈고, 극한 저온 공정 추출물

40℃의 1.0㎎/㎖의 농도에서 12.68%로 가장 낮은 세포독성을

나타냈다. 가장 높은 세포독성을 나타낸 것은 에탄올 추출물이

15.89%로 가장 높게 나타났다. 위의 결과를 통해 일반적인 추

출보다 극한 저온 공정을 처리 한 추출물의 세포독성이 더 낮

아지는 것을 볼 수 있는데 이는 500㎫의 높은 압력으로 인하

여 약용 작물들이 가지고 있는 독성 물질이 변성되거나 파괴되

Fig. 1. Cytotoxicity for the extracts of L. erythrorhizon by different
extraction processes on normal cell line, CCD-986sk.
Mean values ± SEM from triplicate separated experiments are
shown. Mean with difference letter (A-E) within same
concentration are significantly different at p < 0.05 and
mean with difference letter within same sample are
significantly different at p < 0.05. WE100; water extraction
for 24 hours at 10℃, WE80; water extraction for
24 hours at 80℃, EE; 70% ethyl alcohol extraction for
24 hours at 80℃, EPE40; Extreme process extraction for
30 minutes at 25℃, 500 ㎫ with 70% ethyl alcohol
solvent and extraction for 3 hours at 40℃, EPE50; Extreme
process extraction for 30 minutes at 25℃, 500 ㎫ with
70% ethyl alcohol solvent and extraction for 3 hours at
50℃, EPE60; Extreme process extraction for 30 minutes
at 25℃, 500 ㎫ with 70% ethyl alcohol solvent and
extraction for 3 hours at 60℃.

Fig. 2. The B cell (A) and T cell (B) growth by adding 0.5 ㎎/㎖
the extracts from Lithospermum erythrorhizon according
to different extraction processes. Mean values ± SEM
from triplicate separated experiments are shown. Mean
with difference letter within same cultivation time are
significantly different at p < 0.05 and mean with difference
letter (a-f) within same sample are significantly different at
p < 0.05. WE100; water extraction for 24 hours at 100℃,
WE80; water extraction for 24 hours at 80℃, EE; 70%
ethyl alcohol extraction for 24 hours at 80℃, EPE40;
Extreme process extraction for 30 minutes at 25℃,
500 ㎫ with 70% ethyl alcohol solvent and extraction for
3 hours at 40℃, EPE50; Extreme process extraction for
30 minutes at 25℃, 500㎫ with 70% ethyl alcohol solvent
and extraction for 3 hours at 50℃, EPE60; Extreme
process extraction for 30 minutes at 25℃, 500㎫ with 70%
ethyl alcohol solvent and extraction for 3 hours at 60℃.
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어 독성이 저감된 것으로 사료되며 (Kwon et al., 2008), 극한

저온 공정 추출물 중 40℃에서 가장 낮은 독성을 나타낸 것은

저온 추출로 인하여 높은 온도에서 용출되어 나오는 유해 성분

들이 감소된 것으로 보인다. 이러한 극한 저온 공정은 지치의 독

성저감을 통해 활용성 증진에 효율적으로 적용할 수 있을 것으

로 기대된다.

Table 2. The secretion of IL-6 and TNF-α from human B and T cells by the treatments of the extracts from Lithospermum erythrorhizon
according to different extraction processes (0.5 ㎎/㎖).

Sample
Time
(day)

Cell line

B cell (10-4 pg/㎖) T cell (10-4 pg/㎖)

IL-6 TNF-α IL-6 TNF-α

WE1001)

1 0.23±0.01 0.33±0.05 0.41±0.04   0.39±0.05†

2 0.44±0.04 0.56±0.02 0.59±0.01 0.47±0.01

3 0.35±0.02 0.69±0.03 0.71±0.02 0.59±0.02

4 0.99±0.03 0.81±0.03 0.93±0.02 0.71±0.03

5 1.25±0.02 1.34±0.01 1.12±0.03 0.94±0.04

6 1.36±0.01 1.43±0.04 1.47±0.01 1.25±0.05

WE802)

1 0.38±0.02 0.42±0.02 0.37±0.05 0.40±0.05

2 0.51±0.03 0.67±0.04 0.50±0.02 0.61±0.04

3 0.63±0.01 0.84±0.02 0.72±0.03 0.66±0.02

4 0.82±0.03 0.91±0.03 0.88±0.05 0.87±0.03

5 0.97±0.02 1.10±0.04 0.98±0.05 0.94±0.02

6 1.05±0.05 1.18±0.04 1.14±0.04 1.12±0.01

EE3)

1 0.30±0.04 0.23±0.05 0.42±0.02 0.38±0.02

2 0.48±0.02 0.55±0.06 0.60±0.01 0.59±0.02

3 0.55±0.02 0.73±0.02 0.74±0.02 0.65±0.04

4 0.78±0.05 0.84±0.04 0.82±0.03 0.80±0.05

5 0.95±0.04 0.99±0.05 0.95±0.04 0.91±0.02

6 1.07±0.03 1.04±0.02 1.11±0.02 1.08±0.03

EPE404)

1 0.39±0.02 0.37±0.01 0.38±0.04 0.48±0.04

2 0.47±0.03 0.67±0.03 0.49±0.01 0.54±0.02

3 00.6±0.04 0.84±0.05 0.61±0.03 0.63±0.04

4 0.77±0.02 0.96±0.04 0.75±0.02 0.77±0.01

5 0.90±0.06 1.08±0.02 0.90±0.02 0.84±0.02

6 1.25±0.04 1.22±0.02 1.02±0.05 0.98±0.02

EPE505)

1 0.45±0.02 0.61±0.03 0.57±0.01 0.55±0.03

2 0.80±0.03 0.89±0.04 1.04±0.02 0.62±0.05

3 1.18±0.03 1.04±0.02 1.35±0.02 0.88±0.01

4 1.90±0.01 1.14±0.01 1.67±0.03 1.14±0.04

5 1.98±0.04 1.35±0.02 1.89±0.05 1.37±0.02

6 2.21±0.05 1.78±0.05 2.11±0.01 1.66±0.03

EPE606)

1 0.48±0.05 0.66±0.05 0.72±0.02 0.64±0.05

2 0.86±0.04 0.94±0.02 1.12±0.02 0.83±0.02

3 1.22±0.02 1.06±0.01 1.50±0.03 1.02±0.01

4 1.96±0.03 1.22±0.02 1.98±0.03 1.40±0.02

5 2.02±0.01 1.56±0.06 2.66±0.05 1.62±0.05

6 2.44±0.04 1.94±0.04 2.32±0.01 1.88±0.03
†Mean values±SEM from triplicate separated experiments are shown.
1)WE100: Water extraction for 24 hours at 100℃.
2)WE80: Water extraction for 24 hours at 80℃.
3)EE: 70% ethyl alcohol extraction for 24 hours at 80℃.
4)EPE40: Extreme process extraction for 30 minutes at 25℃, 500 ㎫ with 70% ethyl alcohol solvent and extraction for 3 hours at 40℃.
5)EPE50: Extreme process extraction for 30 minutes at 25℃, 500 ㎫ with 70% ethyl alcohol solvent and extraction for 3 hours at 50℃.
6)EPE60: Extreme process extraction for 30 minutes at 25℃, 500 ㎫ with 70% ethyl alcohol solvent and extraction for 3 hours at 60℃.
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3. 면역세포 생육 증진 효과

Fig. 2는 인간의 면역체계와 항암에 중요한 역할을 하는 B

cell 과 T cell에 대하여 면역 증진효과를 확인하기 위해

cytokine 분비량을 통해 면역세포의 생육촉진효과를 알아보았

다. 극한 저온 공정 추출물에서 다른 공정에 비하여 B cell

과 T cell에서 가장 높은 생육도를 나타내었으며, 그 중 극한

저온 공정 추출물 중 60℃에서 시료첨가 시점으로 6일째에 일

반 80℃ 열수추출에 비해 B cell 의 경우 약 1.5배 가량 높

은 12.12 (×10-4 cell/㎖) T cell에서는 1.2배 가량 높은 14.88

(×10-4 pg/cell)로 가장 높은 생육도를 나타내었다. 따라서 지치

추출물에는 면역세포의 생육 증진에 도움이 되는 유용성분이

함유되어 있으며, 이러한 유용성분이 세포내로 침투하여 생육

촉진을 높이는 것으로 사료된다. 또한 초고압공정에 의한 매

자나무 추출물을 통한 연구 등과도 비교하였을 때도 유사한

면역세포 생육촉진을 확인할 수 있다 (Jin et al., 2008). 이러

한 결과로 미루어 보아 극한 저온 공정을 통한 유용 활성 물

질의 용출 유도가 가능할 것으로 사료되며, 인간 생체 내에서

보다 높은 생체능 향상에 기인 할 것으로 기대된다.

4. Cytokine 분비량 측정

Table 2는 면역세포의 Cytokine 분비량을 측정한 것으로 표

적세포의 수용체에 결합하여 세포내 활성화 메커니즘을 발현

시켜 인간 면역세포의 생육 증진에 관여하는 성분으로 면역세

포들이 분비하는 cytokine (IL-6와 TNF-α)의 분비량을 B

cell 과 T cell에서 측정한 결과이다. 종류에 따른 세포당 IL-6

의 경우 분비량을 보면, 극한 저온 공정 추출물 60℃에서 6일

째에 각각 B cell과 T cell의 경우 2.44 (×10-4 pg/cell), 2.32

(×10-4 pg/cell)로 최대 분비량을 나타내었다. TNF-α도 마찬가지

로 극한 저온 공정 추출물 60℃에서 1.94 (×10-4 pg/cell), 1.88

(×10-4 pg/cell)로 많은 분비량을 나타내었다. 이는 일반 열수추

출에 비해 2배 가량 높으며 초고압공정에 의한 복분자 추출물

을 통한 연구 (Kwon et al., 2007) 등과도 비교하여 cytokine

분비량이 1.8배 가량 높은 수치를 나타낸다. 또한 이러한 결과

는 앞서 실행한 면역세포 생육 증진 결과와 함께 면역세포의

생육 증진으로 인하여 인간 면역 체계가 활성화 되어 cytokine

분비량도 증가된 것으로 사료된다 (Mun et al., 2004).

5. 대식세포에서의 nitric oxide 생성능 측정

대식세포로부터 생성된 NO-는 interferon-γ, TNF-γ 또는

TNF-α와 같은 여러 가지 cytokine과 LPS (E. coli derived

lipo-polysaccharide)와 같은 세균 내 독소의 영향을 받아 유도

된 inducible NO synthase (iNOS)에 의해 발현이 유도된다.

Fig. 3에서 보여지듯이 RAW264.7 세포에 시료를 처리하여 배

양한 후 배양액 중에 NO- 농도를 측정한 결과 아무 처리도

하지 않은 대조군과 비교했을 때 각 시료의 NO- 생산량에는

큰 변화를 관찰할 수 없었다. 다음으로 LPS와 시료를 동시에

처리한 배양액에서는 모든 시료에서 LPS만 단독으로 처리한

배양액의 18.12 μM보다 낮은 NO- 생성능을 나타내었으며, 열

수 100℃ 추출물에서 13.10 μM, 열수 80℃ 추출물에서

14.05 μM, 에탄올 추출물에서 12.01 μM의 수치를 나타내었으

며, 특히 극한 저온 공정 추출물 60℃에서 가장 낮은 10.5 μM

을 보여 주었다. 이러한 결과를 통해 지치 추출물 처리를 통하

여 낮아진 NO- 생성능은 극한 저온 공정을 통해 일반 열수추

출 공정의 고온으로 인한 효능 성분이 파괴되는 점을 해결하

고 고압으로 인해 지치 조직 및 세포벽 속에 존재하는 면역

활성 증진 효과를 갖는 유용 활성 성분의 용출을 증가시켰을

것으로 사료된다 (Jeong et al., 2010).
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