
동의생리병리학회지 제 27권 4호 Korean J. Oriental Physiology & Pathology 27(4):391∼399, 2013

- 391 -

산화적 손상에 대한 樺皮의 효능

- 왕벚나무와 자작나무 수피의 항산화능 비교 평가 -
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The aim of the present study was to investigate the antioxidant efficacies between extracts of Prunus

yedoensis(PY) and Betulae platyphyllae var. japonica(BP). HPLC pattern was different between barks and extract

solvents. Content of total phenolic compound was the highest in ethanol extract of BP(382.201 mg/g ext.) and its

content was 1.9 times higher than that from the water extract of PY. Total antioxidant efficacy also was the highest

in ethanol extract of BP (292 copper reducing equivalents). Nitric oxide scavenging activity was almost 70% in ethanol

extract of BP treated 200 ug/ml and it was higher than positive control(ascorbic acid). DPPH radical scavenging ability

was up by 80% in all samples. ABTS cation decolorization from each barks was activated over 85% in all samples

at 100 ug/ml concentration, especially, the activity was the highest (94.4%) in ethanol extract of BP. Hydrogen

peroxide scavenging activities were also highest (45%) in ethanol extract of BP at 200 ug/ml concentration and were

as high as positive control. Stimulation of the macrophages RAW 264.7 cells with lipopolysaccharide (LPS) increased

intracellular ROS levels and ethanol extract of BP at 200 ug/ml concentration reduced ROS levels up to 41 %. The

results indicated that the barks of PY and BP has potent antioxidant activities and ethanol extract of BP of them has

the highest antioxidant activities.
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서 론

樺皮(Betulae Cortex)는 자작나무과 (Betulaceae)에 속하는

자작나무 (Betula platyphylla Suk. var. japonica Hara) 또는 벚

나무 樹皮
1)
로, 현재 임상에서 왕벚나무와 자작나무 두 가지가 다

용되고 있다. 性味는 苦寒하고, 胃經에 入하며, 淸熱利濕, 祛痰止

咳, 消腫解毒 작용으로 痢疾, 泄瀉, 黃疸, 咳嗽, 扁桃腺炎, 痒疹 등

에 활용 된다
2,3)

.

벚나무는 세계적으로 약 2000여종이 분포하고 있을 만큼 종

류가 많고, 왕벚나무, 참벚나무, 개벚나무, 산벚나무 등이 있는데,

그 중 왕벚나무(Prunus yedoensis Matsumura)는 장미과 벚나무

속에 속하는 식물로 대부분이 북반구 온대 지역에서 자라며, 우

리나라에도 20여종이 있다4). 열매는 脚氣病, 水腫, 乳腺炎, 齒炎

과 通經劑 등으로, 줄기 및 껍질은 기침, 담마진, 우육체 등에 이

용되고 있으며, 樹皮의 면역력 증가물질에 대한 보고
5)
와 항알레

르기 효과에 대한 보고6)가 있다.

자작나무(Betula platyphylla var. japonica)는 자작나무과 자

작나무속에 속하는 갈잎큰키나무이다. 자작나무과는 전세계 주

로 북반구에 약 7속 100여종이 있으며 우리나라에는 5속 23종이

분포되어 있다7). 성분으로는 polyphenol 성 화합물로서 catechin

및 epicatechin 등을 함유하며, lupane 계열의 triterpene 계열의

화합물로서 betulin이 함유되어 있다. 특히 樹皮에는 betulin이

약 35 %로, 각종 고급지방산이 약 35% 이상이며, tannin이 약
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7% 가 함유되어 있다1,8). 이외에도 diarylheptanoid 화합물로서

betulaplatoside Ia, Ib, aceroside VIII 등과 arylbutanoid 화합물

로서 betulaplatoside II, rhododendrin 등이 분리 보고
9)
된 바가

되어 있다.

최근 노화를 포함한 각종 성인병, 염증 및 암 발생의 원인으

로 활성산소가 주목 받고 있다. 이는 활성산소가 강한 산화력이

있어 세포막 분해, 단백질 분해, 지방 산화, DNA 합성 억제, 광

합성 억제, 엽록체의 파괴 등 생체 내에서 심각한 생리적인 장애

를 유발함으로써 모든 질병의 기본적인 병리기전으로 작용하기

때문이다10-14). 생체 내에서는 superoxide dismutase(SOD),

catalase, glutathione reductase 등의 항산화 효소15)와 tocopherol

등과 같은 천연 항산화제가 존재하여 산소 상해에 대한 방어기

능을 담당16)하고 있지만, 과도한 스트레스 등 다양한 병리적 인

자에 노출되는 경우는 한계가 있어 생체 내 항산화 방어시스템

을 증가시키거나 ROS를 조절할 수 있는 합성 또는 천연 항산화

제 개발의 필요성이 강조되고 있다17,18). 특히 천연 항산화제에 대

한 탐색이 활발히 진행되고 있으며, 각종 생약제나 과일, 채소 등

의 천연물 유래의 항산화제를 개발하려는 시도들이 다각적으로

이루어지고 있다17).

임상에서 樺皮는 상기한 바와 같이 염증성 질환에 다양하게

활용되고 있으며, 최근 사용량이 점차 증가되는 것으로 보고되고

있다. 이에 대한 실험적 연구로는 항균 작용9,19), 간 보호 작용20),

항산화21,22) 및 항암 작용21) 등이 보고된 바가 있으나, 樺皮로 사

용되고 있는 왕벚나무 樹皮와 자작나무 樹皮 간의 항산화효과를

비교한 연구는 없다.

따라서 본 연구에서는 현재 樺皮로 유통되고 있는 왕벚나무

와 자작나무 樹皮의 항산화 효능 검색과 더불어 이들 상호간의

비교 평가를 통하여 염증 관련 다양한 치료제 개발을 위한 기초

적 자료를 제시하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

본 실험에 사용한 왕벚나무와 자작나무 樹皮(Betulae cortex)

는 옴니허브에서 구입 후(Fig. 1) 대전대학교 RIC 난치성면역질환

의 동서생명의학연구센터(TBRC)에서 확인 정선 후 사용하였다.

2) 시약 및 기기

(1) 시약

Lipopolysaccharide(LPS), Dimethyl sulfoxide (DMSO),

1,1-diphenyl-2- picryl-hydrazyl(DPPH), Gallic acid와 Sodium

carbonate, ABTS(2,2-azino -bis-(3- ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid)), 2′,7′-Dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA)

는 Sigma-Aldrich사(st. Louis, MO, USA)에서, Folin- Ciocalteu's

phenol reagent는 Merck사(Darmstadl, Germany)에서,

Dulbecco's Modified Eagle's Medium(DMEM), Fetal Bovine

Serum(FBS), Penicillin 및 Streptomycin은 Hyclone사(Logan, Ut,

USA)에서, Griess Reagent kit은 invitrogen사(Oregon, USA)에

서, Cell viability assay kit은 Daeillab sevice사(Seoul, Korea)에

서, Total antioxidant capacity(TAC) assay kit과 Oxiselect

Hydrogen Peroxide assay kit은 Cell biolabs사(San Diego, USA)

에서, HPLC 분석에 이용된 water와 acetonitrile은 Ducksan사

(Ansan, Korea)에서 구입하였다.

(2) 기기

본 실험에 사용된 기기는 rotary vacuum

evaporator(EYELA, Japan), freeze dryer (IlShin, Korea), ELISA

reader (Molecular Devices, U.S.A), luminex (Millipore, U.S.A.),

HPLC(Shimadzu LC-20AD, Japan), HPLC column(ACE 5 C18,

250X4.6 mm, 5 um), flow cytometry system(BD biosciences

immunocytometry systems, U.S.A.) 등을 이용하였다.

2. 방법

1) 추출

왕벚나무 樹皮(이하 PY로 지칭) 자작나무 樹皮(이하 BP로

지칭)를 각각 물과 80% 에탄올 500 mL에 30 g을 넣고, 3시간동

안 환류추출 하였다. 그 여액을 rotary evaporator를 이용하여 50

ml로 감압, 농축하여 동결건조 하였다.

2) HPLC 분석

PY와 BP의 물과 에탄올 추출물 30 mg을 물과 에탄올 1 ㎖

에 녹여 0.45 ㎛ membrane filter로 여과 후 이 중 5 ㎕를 HPLC

시료로 사용하였다. HPLC는 Shimadzu(Japan)사의 system

controller(CBM-20A), pump (LC-20AD), column

oven(CTO-20A), autosampler(SIL-20A), PDA detector

(SPD-M20A)를 사용하였으며, column은 ACE 5 C18(250 x 4.6

mm, 5 ㎛)을 사용하였다. 이동상은 water (A) 와 acetonitrile (B)

로 gradient elution system을 적용시켜 5% (0분 B), 5∼40% (55

분 B), 40∼90% (15분 B), 90∼100% (10분 B)로 설정하였다. 유속

은 1.0 ㎖/min이었으며 column 온도는 40℃를 유지하였고, UV

wavelength는 210 nm로 설정하여 분석하였다.

3) 세포 생존율 측정

Raw 264.7 cells은 96well plates에 10
4

cells/well로 분주하여

24시간 동안 배양 한 후, 각각의 물과 에탄올 추출물을 각각 50,

100, 200 ug/ml의 농도로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 배

양 후, 10 ul의 WST solution을 첨가한 후 CO2 배양기 (37℃, 5%

CO2)에서 30분 반응 시킨 후, 450 nm에서 흡광도의 변화를 측정

하여 대조군에 대한 세포 생존율을 백분율로 표시 하였다.

4) 항산화능 측정

(1) 총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu 시약을 이용하는 방법

으로 측정하였다. 추출 시료용액 1 mL에 50% Foiln-Ciocalteu's

phenol reagent 0.5 mL를 가하여 실온에서 3분간 반응시켰다. 반

응용액에 Na2CO3 포화용액 1 mL와 7.5mL 증류수를 차례로 혼

합하여 30분간 정치시킨 뒤, 12,000 rpm에서 10분간 원심분리한

후 상등액을 취해 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페

놀 함량은 gallic acid를 표준물질로 이용하여 작성한 검량선에

따라 함량을 구하였으며 측정단위로는 GAE(Gallic acid
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equivalent)/g을 사용하였다.

(2) Total antioxidant capacity (TAC) assay

Total antioxidant capacity(TAC)은 single electron transfer

mechanism을 통하여 이루어지는 biomolecules의 능력을 측정하

였다. 6 well plate에 Raw 264.7 세포를 3×105 cells/well이 되게

분주하였다. 24시간 동안 배양 한 후, 여기에 물과 에탄올 추출물

을 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도로 각각의 well에 처리한 후, 24시간

동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양한 후, 얻어진 세포를

sonication 시켜, 4℃, 10000 rpm에서 10분간 원심분리 하였다.

각각의 상층액을 96well plates에 20 ul, 1X Reaction buffer 180

ul 넣고, 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 그 후, 1X Copper

ion reagent 50 ul를 넣어 5분간 shaker 위에서 반응시킨 후, 1X

stop solution 50 ul을 넣어 반응을 끝낸 후, 490 nm에서 흡광도

를 측정하였다. uric acid standard의 농도별 표준곡선을 이용하

여 uric acid 농도를 구하고, 나온 값을 copper reducing

equivalents 값으로 나타내었다(1mM of uric acid = 2189 uM

copper deducing equivalents(CRE)).

3) Total Nitric oxide 소거 활성 측정

Nitric oxide 소거능은 Marcocci 등의 방법을 변형하여 측정

하였다. 10 nM sodium nitroprusside 50 ul와 증류수에 일정 농

도로 용해시킨 시료액 30 ul를 혼합한 후, 25℃에서 150분 동안

반응시켰다. 1% sulfanilamide 60 ul를 혼합하고 5분 후, 다시

0.1% N-(naphtyl)ethylenediamine dihydrochloride 60 ul를 혼합

하여 30 분간 실온에서 반응 시킨 후 520nm에서 흡광도를 측정

하였다. 양성대조군으로 ascorbic acid를 사용하였으며, 시료액

대신 증류수를 사용한 대조군의 결과를 기준으로 소거능을 계산

하였다.

소 거 율 (% ) =  ( 1 -
시 료  첨 가 군 의  흡 광 도

) ×  1 0 0
대 조 군 의  흡 광 도

(4) DPPH 소거능 측정

자유라디칼 소거 활성 시험은 안정한 자유라디칼 DPPH를

사용하는 방법으로 에탄올에 용해시킨 0.2 mM의 DPPH 용액

150 ul와 각각의 추출물(25, 50, 100, 200, 400 ug/ml) 100 ul를 각

각 혼합하고, 37℃에서 30분간 반응 시킨 후, 517 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 대조군은 시료액 대신 물을 넣었으며, DPPH 용

액 대신 에탄올을 넣어 보정값을 얻었다. 자유라디칼 소거율은

아래의 식에 따라 계산하였다.

소 거 율  (% ) =  (
대 조 군 의  흡 광 도 - 시 료  첨 가 군 의  흡 광 도

) ×  1 0 0
대 조 군 의  흡 광 도

(5) ABTS radical cation decolorization 의 측정

ABTS assay 방법은 기존에 보고된 방법을 96 well plate에

맞게 수정하여 실시하였다. ABTS 용액은 7.4 mM

ABTS(2,2-azino-bis-(3-ethylbenzo- thiazoline-6- sulfonic acid))와

2.6 mM potassium persulphate를 제조한 후, 암소에 하루 동안

방치하여 양이온(ABTS·+)을 형성시킨 다음 734 nm에서 흡광도

를 측정하여 O.D. 값이 1.5 이하가 나오도록 희석하고, 희석된

ABTS·+ 용액과 시료를 혼합하여 실온에서 10분간 반응시킨 후,

734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 항산화능은 증류수를 대조군

으로 하여 대조군에 대한 라디칼 소거능을 백분율로 나타내었다.

A B TS  rad ica l sca ven g ing  a c t iv ity (% ) =  ( 1  -
A te st

) ×  10 0
A co n tro l

A te st  : 추 출 물  첨 가 구 의  흡 광 도 . A con tro l : 추 출 물  무  첨 가 구 의  흡 광 도

(6) Hydrogen peroxide 소거 활성

각각 추출물의 hydrogen peroxide 소거활성은 Cell biolabs

의 Oxiselect Hydrogen Peroxide assay kit을 이용하여

quantitative assay를 하였다. 12 well plate에 Raw 264.7 세포를

1.5×10
5

cells/well이 되게 분주하여, 24시간 동안 배양 한 후, 각

각의 추출물을 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도로 각각의 well에 첨가

한 후, 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 24 시간 후, 각각

의 세포 배양액을 1.5 ml epp. tube에 옮겨, 12000 rpm에서 10분

간 원심분리 하였다. 원심 분리 후 상층액을 새 tube에 옮겨 실

험에 사용하였다. 각각의 샘플과 농도별 standard 25 ul를 96

well microplate에 넣고, Aqueous reagent 250 ul를 모든 well에

넣어, 상온에서 30 분간 반응시킨 후 595 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 양성대조군으로 ascorbic acid를 사용하였으며,

hydrogen peroxide의 농도별 표준곡선을 이용하여 검량선에 따

라 시료의 함량을 계산하였다.

(7) 세포내 ROS 생성 측정

Raw 264.7 세포 내에서 reactive oxygen speies (ROS)를 측

정하기 위하여 2′,7′-dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA)를

이용하였다. 12 well plate에 Raw 264.7 세포를 1.5×105

cells/well이 되게 분주하였다. 24시간 동안 배양 한 후, 여기에

LPS 및 각각의 추출물을 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도로 각각의

well에 첨가한 후, 24시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양한

후 1,200 rpm에서 5분간 원심분리 하였다. 원심분리 후 모은 세

포를 차가운 PBS로 2회 세척한 후 DCF-DA 10 μM이 되도록 첨

가하여 15분 동안 빛이 차단된 상온에서 염색하였다. 염색 후 차

가운 PBS를 넣어 1,200 rpm에서 5분간 원심분리한 다음 상청액

을 제거하고 다시 PBS 400 ㎕를 부유시켜 유세포 분석기 (Flow

cytometer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ USA)를 이용

하여 형광강도의 세기에 따른 변화를 분석하였다.

5) 통계처리

실험 결과는 SPSS 11.0의 unpaired student's T-test를 사용

하여 통계처리 하였으며 P<0.05, P<0.01 및 P<0.001 수준에서 유

의성을 검정하였다.

결 과

1. HPLC 분석

PY와 BP의 용매별 추출물을 HPLC를 이용하여 210nm에서

pattern 분석한 결과, PY(1) 추출물의 경우 물(B)과 에탄올(C) 추
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출물을 비교하였을 때 pattern 차이를 보였으며 에탄올 추출물이

높은 농도로 확인되었다. BP(2) 추출물의 경우 물(B)과 에탄올(C)

추출물 모두 비슷한 pattern과 농도의 peak가 확인되어 큰 차이

가 없음을 알 수 있었다.

1) Prunus yedoensis(PY)

B

C

2) Betula platyphylla var. japonica(BP)

B

C

Fig. 1. HPLC chromatogram of water and ethanol extract from bark

of PY and BP. A : Morphology, B : Water extract, C : Ethanol extract. Column;
ACE 5 C18(250 x 4.6 mm, 5㎛), sample injection volume; 5㎕, mobile phase;

H2O(A)/ACN(B) gradient elution : 5%(0min B), 5∼40%(55min B), 40∼90%(15min

B), 90∼100%(10min B), flow rate; 1.0㎖/min, detector; PDA detector(210 nm).

2. 세포독성

Raw 264.7 세포에 대한 세포독성에서는 대조군의 세포생존

율을 100%로 하였을 때, 각각의 추출물 50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도

에서 모두 85% 이상의 세포 생존율을 나타내었다.

Fig. 2. Effects of each extract of PY and BP on the cell viability of

RAW 264.7 cells. Cells were treated with 50, 100 and 200 ug/ml of each
extract for 24hr. W1) was extracted from PY and J2) was extracted from BP.

3. 항산화 효능

1) 총 폴리페놀 함량

총 폴리페놀 함량을 gallic acid를 표준물질로 하여 측정한

결과, Fig. 3과 같은 결과를 나타내었다. BP 에탄올 추출물에서

폴리페놀 함량이 382.20 mg/g으로 가장 높았으며, 다음으로 BP

물 추출물에서 357.07 mg/g, PY 에탄올 추출물에서 233.78

mg/g, PY 물 추출물에서 200.75 mg/g의 순으로 나타났다. 물과

에탄올 추출물 모두 BP 추출물에서 총 폴리페놀 함량이 높게 나

타났으며, 물 추출물보다 에탄올 추출물에서 더 높은 함량을 보

였다.

Fig. 3. Total phenolic contents of water and ethanol extracts from

bark of PY and BP.

2) Total antioxidant capacity (TAC) assay

총 항산화능 측정에서는 물과 에탄올 추출물에서 모두 농도

의존적으로 증가 효과를 보였다. 대조군을 100%로 보면, PY 물

추출물은 50, 100, 200 ug/ml 농도에서 각각 111%, 113%, 120%

를, BP 물 추출물은 각각 113%, 115%, 124%를 나타냈다. PY 에

탄올 추출물 50, 100, 200 ug/ml의 농도에서는 각각 117%, 121%,

123%를, BP 에탄올 추출물 50, 100, 200 ug/ml의 농도에서는 각

각 118%, 124%, 136%를 나타내어, 모든 추출물에서 대조군보다
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상대적으로 높은 항산화능을 보이기는 하였으나, 큰 차이는 나타

나지 않는다. 결과적으로 PY 추출물 보다 BP 추출물에서, 물 추

출물 보다는 에탄올 추출물에서 총 항산화능이 조금 높았다. 그

러나, 양성대조군으로 쓰인 ascorbic acid는 200 ug/ml의 농도에

서 170%의 총 항산화능을 보여, PY와 BP 각각의 추출물의 활성

이 다소 떨어졌다

Fig. 4. Total antioxidant capacity of water and ethanol extracts from

bark of PY and BP.

3) Nitric oxide(NO) 라디칼 소거능 측정

NO 라디칼 소거능 측정에서는 대조군을 0으로 보았을 때,

PY 물 추출물은 50, 100, 200 ug/ml의 농도에서 각각 4.8%,

7.1%, 15.6%를, BP 물 추출물은 각각 7.6%, 24.2%, 33.5%를 나타

냈다. 또한, PY 에탄올 추출물 50, 100, 200 ug/ml의 농도에서는

각각 8.1%, 47.2%, 63.8%를, BP 에탄올 추출물에서는 각각

10.5%, 53.8%, 70.7%의 NO 소거능을 보였다. PY 추출물 보다는

BP 추출물이, 물 추출물 보다는 에탄올 추출물이 NO 소거능이

높았다. 또한, 양성대조군인 ascorbic acid (200 ug/ml)의 소거능

은 59.9%를 나타내었는데, BP의 에탄올 추출물은 200 ug/ml 이

상의 농도에서는 양성대조군보다 강한 소거능이 나타났다.

Fig. 5. Nitric oxide (NO) radical scavenging activity of water and

ethanol extracts from bark of PY and BP.

4) DPPH 소거능 효과

DPPH 라디칼 소거활성에서는 대조군을 0으로 보았을 때,

PY 물 추출물은 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도에서 각각 81.4%,

86.8%, 86.6%를, BP 물 추출물은 각각 85.7%, 89.1%, 87.6% 의 소

거능을 보였다. 또한, PY 에탄올 추출물 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농

도에서는 각각 84.4%, 88.1%, 88.4%, BP 에탄올 추출물은 각각

88.7%, 89.0%, 87.9%의 DPPH 라디칼 소거능을 보였다.

Fig. 6. DPPH free radical scavenging activity of water and ethanol

extracts from bark of PY and BP.

5) ABTS 항산화 활성

ABTS 항산화 활성에서는 대조군을 0으로 보았을 때, PY 물

추출물은 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도에서 각각 59.4%, 93.1%,

86.5%를, BP 물 추출물은 각각 84.9%, 89.2%, 94.3%의 소거능을

보였다. 또한, PY 에탄올 추출물 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도에서

는 각각 79.5%, 93.9%, 93.9%, BP 에탄올 추출물에서는 각각

94.3%, 93.4%, 94.5%의 소거능을 보였다. 저농도에서는 PY 추출

물 보다는 BP 추출물이, 물 추출물 보다는 에탄올 추출물이 소거

능이 높았으나, 고농도로 갈수록 PY와 BP 추출물, 물과 에탄올

추출물 간의 차이가 거의 없었다. 또한 양성대조군으로 쓰인

ascorbic acid의 경우, 200 ㎍/㎖의 농도에서 94.5 % 소거능을 보

여 큰 차이가 나타나지 않았다.

Fig. 7. ABTS radical scavenging activity of water and ethanol

extracts from bark of PY and BP.

6) Hydrogen peroxide 소거활성

Hydroxyl radical의 소거활성에서는 PY와 BP 각각의 물 추

출물 50과 100 ㎍/㎖의 농도에서는 소거활성이 거의 없었고, 200

㎍/㎖ 농도에서는 10%와 20%의 소거활성을 보였다. 또한, PY

에탄올 추출물 50 ㎍/㎖의 농도에서는 소거활성이 전혀 없었고,

100과 200 ㎍/㎖의 농도에서 11%와 35%의 소거능을 보였다. BP

에탄올 추출물 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도에서는 18%, 26%, 45%

의 H2O2 소거활성을 나타내었다.

양성대조군으로 사용된 ascorbic acid 200 ug/ml의 농도에

서 46%의 소거능을 보여 BP 에탄올 추출물 200 ㎍/㎖의 농도에
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서의 결과와 유사하였다. 물 추출물의 경우 저농도에서는 PY와

BP 간의 차이를 보이지 않았으나, 고농도에서는 BP 추출물이

PY 추출물 보다 소거능이 높았고, 에탄올 추출물의 경우, 모든

농도에서 PY보다 BP의 소거능이 높았다. 또한, 각 추출물 간의

농도가 높아질수록 소거활성이 높았다.

Fig. 8. H2O2 scavenging activity of water and ethanol extracts from

bark of PY and BP on RAW 264.7 cells.

7) ROS 생성 억제효과

활성산소종(reactive oxygen species) 생성 억제효과에서는

PY 물 추출물과 에탄올 추출물, BP 물 추출물 50과 100 ㎍/㎖의

농도에서는 ROS 생성 억제능을 보이지 않았으나, PY와 BP 물

추출물 200 ㎍/㎖의 농도에서 각각 9%와 20%, PY 에탄올 추출

물 200 ㎍/㎖의 농도에서 13%, BP 에탄올 추출물 50, 100, 200

㎍/㎖의 농도에서 각각 10%, 9%, 41%의 생성 억제능을 보였다.

고농도의 경우, BP 물 추출물 보다는 에탄올 추출물에서, PY 추

출물 보다는 BP 추출물에서 ROS 생성 억제능이 높았다.

Fig. 9. Effects of water and ethanol extracts from bark of PY and

BP on the ROS production in Raw 264.7 cells.

고 찰

인체는 끊임없이 산소를 필요로 하며 호흡과정에서 흡입한

산소 중 일부는 활성산소라는 유독한 물질로 전환되어 세포에

손상을 일으키는 것으로 알려져 있다
23)

. 이러한 활성 산소종

(reactive oxygen species, ROS)은 1O2(singlet oxygen)나 O2∙

-(superoxide anion radical), ∙OH(hydroxyl radical)과 같은 상

태의 자유라디칼과 과산화수소(H2O2) 등을 말하며, 이들은 체내

효소계, 환원대사, 물리적 또는 환경적 요인 등에 의해 끊임없이

생성되어 산화적 손상을 유발시킨다24-27).

산화적 스트레스에 의한 자유라디칼들은 세포막 분해, 단백

질 분해, 지질 산화, DNA 변성 등을 초래하여 세포의 기능장애

를 유발하고 암을 비롯한 뇌졸중, 파킨슨 병 등의 뇌질환과 심장

질환, 동맥경화, 염증, 노화, 자가 면역질환 등의 각종 질병을 일

으키는 것으로 알려져 있다
10,14,23)

. 불포화지방산이 풍부한 세포막

은 생성된 자유 라디칼에 의해서 지질과산화의 표적이 되어 세

포 소기관들이 정상적인 구조 및 기능을 잃게 되며, 국소적인 손

상은 물론 말론알데하이드와 같은 지질과산화 분해산물이 생성

된 부위에서 멀리 떨어진 부위로 이동하여 세포손상을 일으키게

된다23).

이러한 자유 라디칼을 제거하기 위해 지금까지 BHA 및

BHT 등의 합성 항산화제가 개발되어 식품, 화장품 등에 산화방

지제로 많이 사용되어 왔으나 안전성에 논란이 있어 허용대상

식품이나 사용량이 엄격히 규제되고 있어, 보다 안전하고 강한

항산화제의 개발이 요구되고 있는 실정이다17,22,28-30).

페놀성 화합물은 식물의 대표적인 2차 대사산물로 hydroxyl

기를 가지는 방향족 화합물로서 다양한 생리활성에 관여하는 것

으로 알려져 있으며, 특히 항산화 활성은 페놀성 화합물의 종류

나 함량이 미치는 영향이 큰 것으로 알려져 있다17,31-33). 식물체에

함유되어 있는 페놀성 화합물들은 항돌연변이 원성, 콜레스테롤

저하작용, 정장작용, 항암 및 항산화작용 등의 다양한 항산화 생

리활성 기능을 가지고 있는데, 이것은 분자내 phenolic hydroxyl

기가 효소 단백질과 같은 거대 분자들과 결합하는 성질이 있어

이러한 생리활성 기능을 나타내는 주체로 인정되고 있다고 알려

져 있다. 특히 항산화 작용과 관련하여 최근 생체 내에서의 산소

자유 라디칼 반응이 생체조직의 노화나 질병과 관련이 있으며

페놀성물질의 hydroxyl group은 유지의 유리기 수용체로서 유

지 산패의 초기 단계에 생성된 유리기들이 안정된 화합물을 형

성 하도록 하여 산화억제 작용을 한다
14)

.

Nitric oxide는 생체 내에서 NO synthase(NOS)라는 효소의

촉매작용을 통해 L-arginine으로 부터 생성되는 반응성이 강한

자유라디칼이며, 생리적인 현상과 신경전달 매개체로 작용하고,

면역반응에 중추적인 역할을 하고 있다34). 그러나 최근에 과량의

NO 생성이 염증반응을 일으키고, 조직의 파괴 및 면역체계의 이

상을 일으키며, superixide 음이온(O2-)과 쉽게 반응하여 매우 반

응성이 높고 독성이 강한 산화제인 peroxynitrite(ONOO-)를 생

성한다. Peroxynitrite는 단백질 및 지질의 과산화를 유도하고, 세

포독성을 일으킨다고 보고되고 있다
32)

. DPPH는 짙은 자색을 띄

는 비교적 안정한 free radical 로서 항산화제, 방향족 아민류 등

에 의해 환원되어 색이 탈색되는데 이것은 다양한 천연소재로부

터 항산화 물질을 검색하는데 많이 이용되고, 또한 간편하고 비

용이 저렴함 항산화 실험법으로 가장 널리 쓰이고 있다13,15,28,35).

ABTS 항산화 측정법은 DPPH와 같은 라디컬 소거법에 의한 항

산화능 측정법이라는 점에서는 같지만, 화학반응을 통해 free

radical이 유발 된 용액에 시료를 넣어 항산화를 측정한다는 점

에서 다르며, 단시간에 측정할 수 있고, 소수성과 친수성 모두에

적용 가능하다
13,15,28)

. Hydroxyl radical은 반응성이 높아, 가장 강
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력한 활성산소 종으로 알려져 있는데, 특정 단백질이 O2-를 만나

면 이를 분해하는 superoxide dismutase(SOD)를 발현시키고,

H2O2를 감지하면 catalase를 만들어 이를 분해한다
29)

. Reactive

oxygen species(ROS)는 생체 내에서 지속적으로 생성이 되지만

적절하게 제어되지 않으면 축적되어 단백질, 지질, 핵산 등에 손

상을 야기한다
23)

. 활성 산소종이 정상적으로 소거되지 않았을 때

잔존하는 자유 라디칼에 의해 산화적 스트레스를 받게 됨으로써

다른 질병의 원인10,14)이 되기도 하고, 식품에서도 부패와 독성 물

질 생성 등으로 유해한 작용을 하는 것으로 알려져 있다
23)

.

본 시료인 樺皮는 苦寒한 性味로 淸熱, 利濕, 祛痰, 止咳, 解

毒 효능이 있으며2,3), 실험적으로 항균, 항산화, 항암, 간보호 작

용
9,19-22)

등이 보고되어 있다. 현재 임상에서는 왕벚나무와 자작

나무 수피 두 가지가 다용되고 있다.

자작나무(Betula platyphylla var. japonica)는 자작나무과 자

작나무속에 속하는 갈잎큰키나무
7)
이며, 북부 유럽 및 북부 아시

아대륙에 퍼져 자란다10). 성분은 betulin이 약 35%가 들어 있고,

각종 고급 지방산이 약 35% 이상, 탄닌이 약 7% (내피에는 탄닌

이 약 11%) 함유되어 있다
1,8)

. 민간에서도 성질이 차고 독이 없어

폐렴, 이질, 설사, 황달, 신염, 요로 감염, 만성 기관지염, 급성 편

도선염, 치주염, 급성 유선염, 癤腫, 癢疹, 燙傷 등에 활용1,6,8,9)되

고 있다.

왕벚나무는 장미과 벚나무속에 속하는 식물로 높이가 15 m

에 달하는 낙엽교목으로서 대부분이 북반구 온대 지역에서 자라

며, 우리나라에도 20여종이 보고되었다. 그 열매는 식용을 하기도

하며, 기침, 두드러기, 피부염, 천식, 홍역 등에 활용되기도 한다4).

樺皮에 대한 실험적 연구로 Huh 등36)은 자작나무의 에탄올

추출물의 항염과 진통효과를, Lim
9)
은 자작나무 추출물의 항균활

성과 항염 효과를, Lim 등37)은 화목피 추출물이 당뇨병과 당뇨합

병증에서 생성되는 자유라디칼의 발생을 억제하는 항산화 효과

를 각각 보고한 바가 있다. 또한, Huh 등
38)
은 자작나무의

butanol fraction에서 관절염효과를, Ryu 등8)은 자작나무의 에탄

올추출물의 항염 효과를, Jung 등6)은 자작나무의 에탄올추출물

의 항염 및 항알러지 효과를 보고하였으며, Joo
4)
는 왕벚나무 에

탄올 추출물의 ethyl acetate 분획의 항산화 효과를, Yook 등39)은

벚나무 열매의 항산화와 항바이러스 효과를, Matsuda 등20)은 간

보호와 항산화 효과를, Ju 등
21)
은 자작나무 메탄올 추출물의 항

산화와 항암 효과를 밝혔다.

이처럼 많은 산화적 손상과 이와 관련된 다양한 연구가 보

고된 바는 있으나, 실제 유통되고 있는 왕벚나무와 자작나무 간

의 비교 연구는 없었다. 따라서 본 연구에서는 임상적 활용을 제

고하기 위한 기반 연구로 직접적으로 활용 가능한 추출 형태인

왕벚나무 물 추출물과 에탄올 추출물, 자작나무 물 추출물과 에

탄올 추출물 간의 항산화능을 측정하여 비교 평가하였다.

먼저 각 추출물간의 HPLC 패턴을 보면, 왕벚나무와 자작나

무 간에는 패턴 차이가 컸고, 왕벚나무 물 추출물과 에탄올 추출

물 간에는 에탄올 추출물이 높은 농도로 확인되었으나, 자작나무

물 추출물과 에탄올 추출물 간에는 큰 차이를 보이지는 않았다.

RAW 264.7 세포에 대한 세포독성에서는 왕벚나무 물과 에탄올

추출물, 자작나무 물과 에탄올 추출물 모두 50-200 ㎍/㎖ 농도에

서는 모두 85 % 이상의 세포생존율을 나타내어 기존의 한약 및

한방 처방의 세포독성 결과와의 비교 면에서도 안전한 것으로

평가되었다. 총 폴리페놀 함량은 자작나무 에탄올 추출물에서

382.20 mg/g으로 가장 높게 측정이 되었으며, 자작나무 물, 왕벚

나무 에탄올, 왕벚나무 물 추출물 순으로 357.07 mg/g, 233.78

mg/g, 200.75 mg/g 으로 나타났다. 총 항산화능(TAC)은 자작나

무 에탄올 추출물 200 ㎍/㎖의 농도에서 가장 높게 나타났으며,

왕벚나무 에탄올, 자작나무 물, 왕벚나무 물 추출물 순으로 높았

으나, 양성대조군에 미치지는 못하였다. NO 라디칼 소거능을 측

정한 결과는 자작나무 에탄올, 왕벚나무 에탄올, 자작나무 물, 왕

벚나무 물 순으로 소거능을 보였으며, 자작나무 에탄올 200 ㎍/

㎖의 농도에서는 70.7%의 소거능을 보이며, 양성대조군 59.9%

보다 소거능이 높았다. DPPH 소거능은 저농도에서 자작나무 에

탄올, 자작나무 물, 왕벚나무 에탄올, 왕벚나무 물 순으로 소거능

이 높았으나, 고농도에서는 추출물 간의 큰 차이를 보이지는 않

았다. Ju 등21)의 자작나무 메탄올 추출물에서 100 ug/ml의 농도

에서 약 95%의 소거능을 나타낸 결과와 유사하게 자작나무 에탄

올 추출물에서 89%를 보였고, Jung19)이 보고한 자작나무의 열수

추출물에서의 87.2%의 결과 역시 본 실험 자작나무 물 추출물에

서 89.1%의 결과와 부합되었다. 또한, ABTS 항산화능에서도 저

농도에서 자작나무 에탄올, 자작나무 물, 왕벚나무 에탄올, 왕벚

나무 물 추출물 순으로 소거능이 높았으나, 고농도에서는 추출물

간의 큰 차이를 보이지는 않았으며, Jung
19)
의 자작나무 열수 추

출물에서 95.56%의 소거능 결과와 유사하였다. H2O2 소거능은

자작나무 에탄올, 왕벚나무 에탄올, 자작나무 물 추출물 순으로

소거능이 높았으며, 왕벚나무 물 추출물에서는 거의 효과가 없었

다. ROS 생성 억제능 또한, 자작나무 에탄올 추출물 200 ㎍/㎖의

농도에서 45%의 소거능을 보이며 가장 높았고, 왕벚나무 물과

왕벚나무 에탄올, 자작나무 물 추출물의 50과 100 ㎍/㎖의 농도

에서는 효과가 거의 없었다.

이상의 실험 결과를 종합 해보면, 왕벚나무와 자작나무 모두

항산화효과가 인정되었고, 자작나무가 왕벚나무보다, 물 추출물

보다는 에탄올 추출물에서 상대적으로 항산화능이 높게 나타났

다. 따라서 향 후, 자작나무의 어떤 성분이 왕벚나무보다 항산화

능을 높이는 지에 대한 연구와 더불어 이 같은 결과를 바탕으로

산화적 손상과 매우 유관한 염증이나 노화, 알러지 및 항암 등에

서의 비교 평가가 이루어져야 할 것으로 보인다. 아울러 이 같은

방식의 지속적인 연구를 바탕으로 약물 표준화에 대한 기본 자

료 제시와 더불어 보다 유의성 있는 결과 제시를 통하여 임상 활

용을 위한 기초 자료를 제시할 수 있을 것으로 기대된다.

결 론

樺皮로 임상에서 활용되고 있는 왕벚나무와 자작나무간의

항산화능을 비교 분석하기 위하여 물과 에탄올로 각각 추출한

후 HPLC 패턴을 비교 분석하고, RAW 264.7 세포에 농도별로

처리하여, 세포독성 및 항산화능을 분석하였다. 그 결과, 각 추출
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물간의 HPLC 패턴에서는 왕벚나무와 자작나무 간에는 패턴 차

이가 컸고, 왕벚나무 물과 에탄올 추출물 간에는 에탄올 추출물

이 높은 농도로 확인되었으나, 자작나무 물과 에탄올 추출물 간

에는 큰 차이를 보이지는 않았다. RAW 264.7 세포에 대한 세포

독성에서는 모든 추출물의 50-200 ㎍/㎖ 농도에서 85 % 이상의

세포생존율을 나타내었다.

총 폴리페놀 함량은 자작나무 에탄올 추출물에서 382.20

mg/g으로 가장 높게 측정이 되었고, 총 항산화능(TAC), NO 라

디칼 소거능, DPPH 소거능, ABTS 항산화능, H2O2 소거능, ROS

생성 억제능 역시 자작나무 에탄올 추출물에서 가장 높게 나타

났다. 결과적으로 현재 임상에서 사용되고 있는 왕벚나무와 자작

나무 모두 항산화능이 인정되었고, 물 추출물 보다는 에탄올 추

출물에서, 왕벚나무 보다는 자작나무의 추출물에서 항산화능이

상대적으로 높게 나타남으로써 향 후 산화적 손상과 관련된 다

양한 병리인자에 대한 비교 분석 및 임상활용을 위한 기초적 자

료를 제공할 수 있을 것으로 기대된다.
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