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요  약  미선나무 잎과 줄기 중 유효성분의 최적 추출조건을 평가하기 위해 다양한 비율의 물과 에탄올 혼합물(0, 

20, 40, 60, 80, 100% ethanol(v/v))을 추출용매로 사용하여 환류냉각, 초음파 및 침지법을 적용하여 추출을 진행하였

다. 추출물의 총 폴리페놀과 플라보노이드 함량을 분석한 결과 80% 에탄올로 2시간 동안 환류냉각 추출하였을 때 

가장 높은 값을 나타내었으며 미선나무 줄기의 DPPH free radical 소거능을 평가한 결과 침지 추출 시 71.3%로 가장 

높았다. 미선나무 잎의 DPPH free radical 소거능은 용매별로 분획하여 측정한 결과 용매별로 다른 값을 나타내었으

며 부탄올 층에서 103.3%로 가장 높게 나타났다. 이러한 결과로써 미선나무의 잎과 줄기를 생리활성을 보유한 천연

물 소재로써 활용이 가능하다는 것을 확인하였다.   

키워드 : 미선나무, 총페놀, 플라보노이드, DPPH 자유라디칼, 추출

Abstract  To evaluate optimum conditions of extract active components, extraction of Abeliophyllum 
distichum Nakai was performed with various ethanol and water mixture at ethanol concentration of 0, 20, 40, 
60, 80 and 100%(v/v) and extraction methods. Higher polyphenol and flavonoids contents of extract achieved 
at 2 hours of reflux extraction in 80% ethanol. The highest DPPH free radical scavenging activity of the stem 
extracts by soaking method and  butanol fractions of leaf extracts are 71.3% and 103.3% respectively. The 
results suggested that Abeliophyllum distichum Nakai can be used for valuable natural resource.

Key Words : Abeliophyllum distichum Nakai, Total polyphenol, Flavonoid, DPPH free radical, Extraction 

1. 서론 

미선나무(Abeliophyllum distichum Nakai)는 종자의 

형태가 부채를 닮아 미선(尾扇)나무로 불리는 관목으로 

물푸레나무과(Oleaceae) 미선나무속(Abeliophyllum)에 

속하고 우리나라에만 자생하는 세계 유일의 1속 1종의 

희귀적 가치가 높은 수종이다[1,2]. 낙엽활엽관목인 미선

나무는 그 희귀성 때문에 현재 환경부에서 보호 야생 식

물로 지정하고 있으며 충북 괴산군, 충북 영동군, 전북 부

안군의 다섯 지역에서 천연기념물로 지정되어 있으며 그 

중 3곳이 충북 괴산군에 위치하고 있다[3]. 경기도 여주

시, 충북 진천군, 경북 의성군 등에서도 자생지가 보고되

고 있으며 최근에는 충북 괴산지역을 중심으로 대량생산

에 성공하여 재배되고 있다. 예로부터 미선나무 분포지

역에서 미선나무는 해충구제 및 배탈, 염증치료 등에 사

용되고 있다는 보고가 있다[4]. 

미선나무의 생리활성에 대한 연구는 대부분 항산화 

효능에 대하여 진행되었으며 항암 소재로써도 연구된 바 
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있으며 최근에는 화장품 및 항암제 등과 관련된 다양한 

특허가 등록되고 있다[3,5-7].

합성 항산화제의 안전성 문제는 항상 거론되는 것으

로 효능이 우수하고 안전성 면에서 입증된 천연항산화제

를 개발하기 위한 연구들이 진행되고 있으며 천연에서 

얻을 수 있는 대부분의 물질은 페놀성 화합물과 플라보

노이드 계통의 화합물로 알려져 있다[8,9]. 

미선나무의 줄기와 잎에는 페놀성 화합물과 플라보노

이드가 함유되어 있으며 Coumaric acid, Catechin, 

Chlorogenic acid 등의 성분들이 보고되고 있다[10,11]. 

이러한 성분은 항산화 활성, 주름개선효과 등이 보고되

고 있으나 국내에만 자생하고 있어 많은 연구가 진행되

지 않았다.

초음파는 주파수가 약 20kHz 이상인 음파를 지칭하며 

전자는 반사되는 성질을 이용하여 식품의 성분과 구조 

등의 비파괴 검사에 적용되거나 천연물로부터 유용성분 

등을 추출하는 공정에 사용되고 있다[12,13]. 식물체로부

터 폴리페놀, 단백질, 당, 전분, 오일과 향기 성분 등의 추

출공정에서 초음파 처리는 추출 효율과 속도 증대, 추출

온도저하, 용매 절약 등의 효과를 가지는 것으로 알려져 

있다[14,15]. 

따라서 본 연구는 다양한 추출방법으로 미선나무의 

잎과 줄기의 유효성분을 추출하고 추출물의 생리활성을 

측정하여 부위별로 유효성분을 추출할 수 있는 최적의 

추출조건을 확립하고 미선나무 잎의 추출성분을 다양한 

용매를 사용하여 분획한 후 분획별로 효능을 평가함으로

써 미선나무의 새로운 천연물 소재로써의 활용가치를 판

단하고자 진행하였다.  

2. 연구방법 

2.1 실험재료 

미선나무는 충청북도 괴산의 푸른농원에서 재배된 3

년생의 줄기와 잎을 음건한 후 분쇄하여 분석용 시료로 

사용하였다. 

2.2 시약 및 기기 

미선나무의 시료 추출에 사용된 용매는 HPLC급 용매

(Burdick & Jackson, Ulsan, Korea)를 사용하였고 

Microplate reader(EPOCH, Bio Tek Instruments Inc, 

VT, USA)를 사용하여 흡광도를 측정 하였다.

2.3 추출용매 및 추출방법

미선나무 1g을 취한 후 Volumetric flask 에 넣고 물과 

에탄올이 다양한 농도로 혼합된 추출용액을 사용하여 환

류냉각 추출, 초음파 추출, 침지에 의한 추출을 진행하였

다. 에탄올 농도에 따르는 추출물의 조성변화를 확인하

기 위하여 1g의 미선나무 시료에 0, 20, 40, 60, 80, 

100%(v/v) 농도의 에탄올을 100mL 첨가한 후 초음파발

생기(WUC-D06H, DAIHAN Scientific Co., Ltd, Wonju, 

Korea)를 이용하여 30분간 50kHz에서 추출을 진행하였

으며 환류냉각기 (C-WB, Chang shin science, Seoul, 

Korea)를 이용하여 80℃에서 2시간 동안 진행하였으며  

침지추출은 25℃에서 진행하였다.

2.4 추출물 분획

미선나무 잎 5.3kg에 10배수의 60% 에탄올을 첨가한 

후 상온에서 72시간 동안 침지 추출한 후 추출액은 여과

지(Whatman No.2, GE, Pittsburgh, PA, USA)로 여과한 

다음 회전식 감압농축기(N-100, EYELA, Tokyo, Japan)

를 사용하여 40℃에서 감압농축하였다. 농축액에 헥산

(Burdick & Jackson, Ulsan, Korea)을 1:1(v/v)로 가하여 

헥산층을 2회 반복하여 분획한 후 분획된 헥산층을 합하

여 회전식 감압농축기를 이용하여 40℃에서 농축한 후 

동결건조 하여 헥산층 분획물을 얻었다. 남은 농축액에 

동일한 양의 메틸렌클로라이드(Burdick & Jackson, 

Ulsan, Korea)를 가하여 2회 분획한 후 상기와 동일한 방

법으로 메틸렌클로라이드 층의 분획물을 얻었으며 남은 

농축액에 동일한 양의 에틸아세테이트(Burdick & 

Jackson, Ulsan, Korea)를 첨가하여 상기의 방법으로 에

틸아세테이트 분획물을 얻었으며 동일한 방법으로 부탄

올(Burdick & Jackson, Ulsan, Korea) 분획물을 회수하

였으며  남은 농축액을 처리하여 최종적으로 물층 분획

물을 획득하였다.

2.5 총 폴리페놀 함량 측정

Folin-Ciocalteu 방법을 이용하여 미선나무 잎과 줄기 

추출물의 페놀성 화합물의 함량을 측정하였다. 2.5 mL의 

증류수에 0.1mL의 미선나무 추출액을 넣어 혼합한 후 

0.1mL의 Folin-Ciocalteu reagent를 첨가하였다[16].

20%(w/v) 탄산나트륨(Na2CO3, Daejung chemical, 
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Ansan, Korea)용액 0.5mL를 첨가하여 교반한 후 30분간 

20℃의 암실에서 방치한 다음 760nm에서 Microplate 

reader를 이용하여 흡광도를 측정하였다.

표준물질로 Gallic acid(M.W. 170.12, Sigma-Aldrich 

Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하여 1,000ppm의 Stock 

solution을 제조하여 단계별(0, 100, 200, 500, 1,000ppm)

로 희석하여 작성한 검량선으로부터 총 페놀함량을 구하

였으며 함량은 %(시료 100 g 중의 g) Gallic acid로 나타

내었다.

2.6 플라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드 함량은 Colorimetric 방법을 응용하

여 측정하였다[17]. 다양한 방법으로 추출한 미선나무 추

출물 0.25mL와 (+)-Catechin (M.W. 290.27, Sigma-Aldrich 

Co., St. Louis, MO, USA) 표준물질 용액에 1.25mL의 증

류수를 첨가한 후 0.075mL의 5% 아질산나트륨 (NaNO2, 

Daejung chemical, Ansan, Korea)용액을 혼합하였다. 6

분 경과 후 0.15mL의 10% 염화알루미늄(AlCl3, Daejung 

chemical, Ansan, Korea)용액을 가하여 5분 동안 반응한 

후 1 M NaOH(Daejung chemical, Ansan, Korea)용액 

0.5mL를 첨가하여 반응을 종료하였다. 반응이 끝난 시료

에 증류수 0.225mL를 넣어 총량을 2.5mL가 되도록 맞춘 

후 혼합 후 바로 510nm에서 Microplate reader를 이용하

여 흡광도를 측정하였다. 플라보노이드 함량은 Catechin 

농도별(0, 100, 200, 500, 1000ppm)로 희석된 표준물질을 

이용하여 검량선을 작성한 후 %(시료 100g 중의 g) 

(+)-Catechin으로 나타내었다.

2.7 MTT assay에 의한 세포 생존율 측정 

미선나무 줄기 추출물에 대한 세포독성을 알아보기 

위해 세포 생존율을 측정하였다. RAW 264.7 세포(5×104 

cells/well)를 96-Well culture plate에 100μL의 DMEM 

배지와 함께 하룻밤 배양한 다음, 미선나무 줄기 추출물

을 5, 10, 50, 100, 500, 1000μg/mL의 농도로 처리하여 3

7℃, 5% CO2조건에서 24시간 배양하였다. 각 well에 

5mg/mL 농도의 MTT 용액을 50μL 씩 넣은 후 4시간 동

안 배양한 후 배지를 제거하고 생성된 Formazan 결정을 

100μL의 DMSO 용액에 완전히 용해시킨다. Microplate 

reader를 이용하여 550nm에서 흡광도를 측정하여 발색

정도를 측정하였으며, 세포독성은 세포만 배양한 무처리

군의 생존율 100%를 기준으로 약물처리군의 상대적인 

세포 생존율을 계산하였다.

2.8 DPPH radical 소거 활성

체내에서 발생하는 산화반응은 노화의 원인이 되는 

세포의 변이를 유발한다고 알려져 있으며  항산화 작용

은 이러한 반응을 억제하는 기능으로 관심 받고 있다. 산

화반응의 주원인이 되는 Free radical을 제거하는 항산화

능을 간접적으로 측정하기 위하여 DPPH radical 소거 활

성을 측정하였다. 

DPPH를 에탄올에 녹여 200mm로 농도로 하였으며 

미선나무 추출물은 각각 10, 50, 100, 250, 500mg/L 농도

로 제조하였으며 대조구로는 증류수로 하였다. 200mm 

DPPH 75μL와 각 농도별 추출물 1μL를 잘 섞어주었다. 

37℃에서 30분 동안 반응시켜 ELISA를 이용해 515nm에

서 흡광도를 측정하였다.

2.9 통계분석 

총 폴리페놀의 함량 및 플라보노이드 함량은 3회 이상 

반복실험에 대한 평균±표준편차로 나타내었다. 실험결과

에 대한 통계처리는 SPSS Software package(Version 

22.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 분산분

석을 하고 Duncan의 다중범위검정(p<0.05) 방법으로 사

후 검정하였다.

3. 결과 및 고찰 

3.1 추출방법에 따른 총 폴리페놀의 함량 변화

다양한 농도의 에탄올을 이용하여 두 시간 동안 환류

냉각 추출한 미선나무 줄기 추출물의 총 폴리페놀의 농

도를 측정한 결과를 Table 1에 나타내었다. 총 폴리페놀

의 함량은 80% 에탄올을 용매로 사용한 경우 가장 높게 

나타나 180.2mg/g의 함량을 보였으며 미선나무 잎의 경

우도 80% 에탄올 추출물에서 125.5mg/g로 가장 높은 결

과를 보였으나 용매 비율별로 유의차는 나타나지 않았다. 

초음파를 이용하여 에탄올 농도별로 30분간 추출한 

미선나무 줄기의 경우 60% 에탄올 추출물에서 총 폴리

페놀 함량은 170.9mg/g으로 가장 높게 나타났으며 80% 

에탄올과 40% 에탄올에서 164.9, 157.9mg/g의 순으로 나

타났다. 잎의 경우는 80% 에탄올에서 가장 높은 추출효

율을 보여 124.4mg/g을 나타내었으며 에탄올 농도별로 
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유의차는 없었다. 

초음파를 이용하여 에탄올 농도별로 30분간 추출한 

미선나무 줄기의 경우 60% 에탄올 추출물에서 총 폴리

페놀 함량은 170.9mg/g으로 가장 높게 나타났으며 80% 

에탄올과 40% 에탄올에서 164.9, 157.9mg/g의 순으로 나

타났다. 잎의 경우는 80% 에탄올에서 가장 높은 추출효

율을 보여 124.4mg/g을 나타내었으며 에탄올 농도별로 

유의차는 없었다. 

Table 1. Contents of total polyphenols of Abeliophyllum 
distichum as affected by solvent ratio and 

extraction methods.

Extraction 
Method

Solvent 
ratio(%)

Total Polyphenol contents 
(mg/g), Mean±SD 

Stem Leaf

Soxhlet

0 164.2a1)±1.6 123.1±0.4

20 176.7b±1.6 123.0±0.2

40 168.7
ab
±1.9 122.4±0.5

60 159.9a±2.6 123.5±0.7

80 180.2b±1.9 125.5±0.8

100 155.0
a
±3.0 125.2±0.3

Ultrasonic  
extraction

0 87.2a±0.6 112.1a±2.9

20 108.2b±0.8 123.4b±1.4

40 157.9
c
±1.5 121.6

b
±0.7

60 170.9c±1.0 124.2b±0.6

80 164.9c±0.6 121.4b±0.6

100 117.8
b
±3.8 121.9

b
±1.7

Soaking

0 78.7a±0.6 107.4±8.0

20 78.8a±0.5 118.9±0.8

40 124.3
b
±1.1 118.7±1.0

60 136.2b±1.2 121.9±1.8

80 134.4b±0.9 119.9±2.2

100 105.0
c
±2.9 113.0±7.7

1)Means with different letters within a row are significantly different from 

each other determined by Duncan's multiple range test. α=0.05.

미선나무 줄기를 72시간 동안 침지 추출한 추출물의

총 폴리페놀은 60% 에탄올에서 136.2mg/g으로 가장 높

게 나타났으며 80% 에탄올과 40% 에탄올에서 각각 

134.4, 124.3mg/g의 함량을 보였다. 잎 추출물의 경우는 

60% 에탄올에서 가장 높은 함량을 보여 121.9mg/g의 총 

폴리페놀이 추출되었으나 에탄올 농도별로 추출효율은 

크게 차이가 나지 않았다.

3.2 추출방법에 따른 플라보노이드 화합물의 함량 

변화

Table 2에 다양한 농도의 에탄올을 이용하여 두 시간 

동안 환류냉각 추출한 미선나무 줄기와 잎 추출물의 플

라보노이드 화합물의 농도를 나타내었다. 줄기의 경우 

플라보노이드 화합물 함량은 80% 에탄올을 용매로 사용

한 경우 51.3mg/g으로 가장 높게 나타났으며 잎의 경우

도 80% 에탄올 추출물에서 57.6mg/g의 함량을 보였다. 

페놀성 화합물의 경우 용매 비율별로 미선나무의 줄기에

서 잎보다 높은 함량을 보였으나 플라보노이드는 잎에서 

높은 함량을 보였다.

초음파를 이용하여 에탄올 농도별로 30분간 추출한 

미선나무 줄기 추출물의 플라보노이드 화합물은 80% 에

탄올에서 42.8mg/g으로 가장 높은 함량을 나타냈으며 잎

의 경우에는 60% 에탄올에서 62.5mg/g로 가장 높은 함

량을 나타내었다.

에탄올 농도별로 침지 추출한 미선나무 줄기의 플라

보노이드의 함량은 60% 에탄올을 추출용매로 사용한 경

우 49.2%의 함량을 보였으며 에탄올 농도 80%와 40%에

서 각각 47.4mg/g, 40.7mg/g의 함량을 나타내었다. 미선

나무 잎 추출물의 플라보노이드 화합물 함량은 60% 에

탄올에서 44.2mg/g으로 가장 높은 값을 나타내었다.

Table 2. Contents of flaviniods of Abeliophyllum 
distichum as affected by solvent ratio and 

extraction methods.

Extraction 
Method

Solvent 
ratio(%)

Tota; Polyphenol contents 
(mg/g), Mean±SD 

Stem Leaf

Soxhlet   

0 40.8a1)±0.9 47.3±2.6

20 50.8b±1.1 52.3±0.2

40 48.8
b
±1.6 53.6±0.2

60 42.2a±0.1 52.2±0.7

80 51.3b±1.3 57.6±0.9

100 43.6
a
±1.2 48.7±1.2

Ultrasonic  
extraction

0 16.4a±0.3 36.9a±0.3

20 21.6b±0.6 46.4b±1.3

40 39.4
c
±0.3 50.9

b
±0.8

60 42.3c±0.6 62.5c±1.5

80 42.8c±0.8 46.8b±0.3

100 30.7
d
±0.4 39.2

a
±3.7

Soaking

0 12.5a±0.2 43.5±1.8

20 13.2a±0.3 33.8±0.0

40 40.7
b
±0.4 42.6±0.5

60 49.2b±0.5 44.2±0.1

80 47.4b±1.4 42.6±1.0

100 36.1
b
±1.2 34.7±0.1

1)Means with different letters within a row are significantly different from 

each other determined by Duncan's multiple range test. α=0.05. 

3.3 미선나무 줄기 추출물의 세포독성 및 증식효과

미선나무 줄기 추출물의 MTT assay를 통하여 세포

독성 및 증식효과를 확인하였다. Fig. 1에서 알 수 있듯이 

60% 에탄올로 24시간 침지 추출한 추출물과 80% 에탄올
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로 2시간 동안 초음파 추출한 미선나무줄기 추출물의 세

포독성을 살펴본 결과 추출물의 농도가 10mg/L에서 

500mg/L까지 증가할수록 세포 생존율이 증가하는 것으

로 나타났다.

본 실험구간의 최고 농도인 500mg/L의 농도에서도 

미선나무 줄기 추출물은 세포독성이 없는 것을 확인함으

로써 향 후 실험은 최고 농도를 500mg/L까지 진행하였다.

 

Fig. 1. MTT assay of the various stem extracts from 

Abeliophyllum distichum. Vertical bars represent 

the standard error of three replicates.

3.4 미선나무 줄기 추출물의 전자공여능

추출 방법별 미선나무 줄기 추출물의 DPPH free 

radical 소거활성을 비교하였다. 60% 에탄올에 24시간 침

지 추출, 80% 에탄올로 2시간 초음파 추출과 80% 에탄

올로 환류냉각 추출한 추출물의 DPPH 전자공여능을 

Fig. 2에 나타내었다. 미선나무 줄기 추출물의 농도에 비

례하여 DPPH free radical 소거활성이 증가하는 경향을 

나타내었으며 추출물 농도 500mg/L에서는 침지, 초음파, 

환류냉각 추출물에서 각각 69.1, 71.3, 62.3%의 DPPH 

free radical 소거활성을 보여 대조군인 Ascorbic acid의 

80.1%와 거의 유사한 효과를 나타내었다. 100∼250mg/L

의 농도 범위에서는 60% 에탄올 침지 추출물의 효과가 

높으며 50mg/L농도에서는 80% 에탄올 초음파 추출물이 

높은 효과를 나타내었으나 차이는 크지 않았다. 

 

Fig. 2. DPPH scavenging effects of the stem extracts  

from Abeliophyllum distichum. Vertical bars 

represent the standard error of three replicates.

3.5 미선나무 잎의 용매별 분획물의 효능평가

미선나무 잎을 60% 에탄올로 24시간 침지추출한 조추

출물을 각 용매별로 분획한 후 세포증식효과 및 전자공

여능을 측정하였다. 용매별 분획층의 무게와 비율은 

Table 3에 나타내었다. 미선나무 잎 추출물은 부탄올 분

획층이 47.5%로 가장 높았으며 에틸아세테이트 층이 

29.6%, 메틸렌클로라이드 분획물이 3.8%로 가장 낮은 비

율을 보였다.

Table 3. Weight and ratio of solvent fraction of  

Abeliophyllum distichum.

Solvent Weight (g) Ratio (%)

Hexane 2.7 4.8

Methylene chloride 2.1 3.8

Ethyl acetate 16.5 29.6

Butanol 26.5 47.5

Water 8.0 14.3

Total 55.8 100.0

미선나무 잎 추출물 및 용매별 분획물의 DPPH free 

radical 소거 활성을 평가한 결과 50mg/L의 저농도에서 

부탄올, 에틸아세테이트 층의 추출물이 높은 활성을 나

타내어 대조군인 Ascorbic acid 대비 각각 94.1%의 활성
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을 보였다. Fig. 3에서 알 수 있듯이 500mg/L 농도에서는 

부탄올 층이 가장 높은 활성을 보여 Ascorbic acid 대비 

103.3%의 활성을 보였으며 에틸아세테이트층에서도 96.8%

의 활성을 보였다.

Fig. 3. DPPH scavenging effects of each solvent fraction 

for the leaf extracts from Abeliophyllum 
distichum. Vertical bars represent the standard 

error of three replicates.

4. 결론 

미선나무 잎과 줄기 중 유효성분의 최적추출조건을 

평가하기 위해 다양한 농도의 에탄올을 추출용매로 사용

하여 환류냉각, 초음파 및 침지법 등을 적용하여 추출을 

진행하였다. 추출물의 총 폴리페놀과 플라보노이드 함량

을 분석한 결과 에탄올의 농도와 상관없이 환류냉각법으

로 추출한 경우 전반적으로 높은 값을 나타내었으며 

80% 에탄올로 2시간 동안 환류냉각 추출하였을 때 실험

군 중 가장 높은 값을 나타내었다. 

미선나무 줄기의 DPPH 자유라디칼 소거능을 평가한 

결과 침지추출 시 71.3%로 가장 높았다. 미선나무 잎의 

DPPH 자유라디칼 소거능은 용매별로 분획하여 측정한 

결과 용매별로 다른 값을 나타내었으며 부탄올 층에서 

103.3%로 가장 높게 나타났다. 이러한 결과로써 미선나

무의 잎과 줄기를 생리활성을 보유한 천연물 소재로써 

활용이 가능하다는 것을 확인하였다. 국내에서만 자생하

는 미선나무의 특성을 살려 생산 기술의 발달로 점차 생

산성이 증가하게 되면, 천연추출물의 생리활성분야에서 

경쟁력을 갖출 수 있을 것으로 사료 된다. 또한, 미선나무

를 이용한 화장품 소재 등의 개발뿐만 아니라 미선나무

를 이용하여 다른 생리 활성도 확인하여 미선나무자체의 

가치를 증대시킬 수 있을 것으로 보인다.
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