
J Physiol & Pathol Korean Med 37(3):51~55, 2023

서    론

    모든 세포는 에너지를 생산하기 위해 산화 및 환원과정이 필수

적이며, 이를 통해 자유 라디컬이 생성되어 세포 손상을 유도하고 

정상적인 세포는 자유 라디컬을 조절하는 항산화능을 갖고있다1,2). 

그러나 비정상적인 세포는 이러한 항산화능이 감소되고 산화과정에

서 발생된 자유 라디컬을 제거할 수 없어 산화적 손상이 발생한다
1,3). 최근 연구를 통해 산화적 손상은 염증 반응과 관련이 있으며, 

염증 반응이 당뇨병, 암, 심혈관 질환, 눈 질환, 비만, 자가면역 질환 

등을 포함한 다양한 만성 질환의 주요 요인이라는 것이 밝혀졌다4,5). 

    이러한 염증 반응은 병원체 및 바이러스 등의 침입으로 인해 

발생되는 세포 내 생리학적 반응이며, 과정과 기전에 따라 급성 염

증과 만성 염증으로 분류할 수 있다5). 급성 염증은 수분에서 수일 

내로 지속되는 비교적 짧은 반응으로 활성화된 면역세포에서 

cytokine 및 chemokine과 같은 다양한 면역조절인자들을 분비하

여 염증 반응을 지속한다6,7). 이러한 cytokine 및 chemokine이 과

도하게 분비되고 조절이 되지 않으면 만성 염증으로 발전되어 관절

염, 간염, 천식 등을 초래한다8,9). 이렇듯 항산화 기능을 강화하고 

염증 반응의 조절하는 것이 중요한 문제이며, 이를 해결하기 위해 

항산화 및 항염증 효능이 우수한 천연물을 찾기 위해 다양한 연구

들이 진행되고 있다2,6,8).

    산양삼(wild-simulated ginseng)이란 두릅나무과(Araliaceae)

에 속하는 인삼(Panax ginseng C.A. Meyer)의 씨앗이나 어린 뿌

리 모종을 인위적으로 산지에 파종하여 인위적인 시설 없이 자연 

그대로의 상태로 재배한 삼을 말하며, 학명은 인삼의 학명과 같다
10). 산양삼은 임업진흥법에 의거하여 산지관리법 제2조 제1호의 산

지에서 재배하고 제18조의 4에 따른 품질을 관리하는 특별관리 임

산물로 분류 되어있다10,11). 산양삼은 재배 인삼에 비하여 진세노사

이드(ginsenoside) 함량이 높아 보다 우수한 효능을 인정받고 있으

나, 인삼에 비하여 가격이 높고 재배 방법이 어렵기 때문에 약재로

만 사용되어 왔으며, 산양삼을 사용한 산업화는 다양하게 이루어지

지 못하였다12). 하지만 최근 들어 산양삼에 대한 해외의 관심이 높

아지고 산양삼을 통한 가공 산업화 요구가 증가되고 있어 이에 대

한 다양한 연구가 필요한 실정이다13). 

    이에 따라 본 연구에서는 함양산양삼과 열매 복합물을 제작하

고 이를 사용하여 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량과 DPPH 및 

ABTS 라디컬 소거능을 측정하여 항산화 효능을 확인하였으며, 

lipopolysaccharides(LPS)로 염증반응이 유도된 RAW 264.7 세포

에 복합물을 처리하여 nitric oxide 생성량과 염증성 단백질 발현

량을 분석하여 항염증 효능을 확인하였다. 이를 바탕으로 함양산양

삼과 산양삼 열매의 산업화 및 고부가가치 제고를 위한 기초 자료

를 제공하고자 한다.

재료 및 방법

1. 시료 제작

    본 연구에 사용된 함양산양삼과 열매는 농업회사법인 (주)함양

산양삼에서 공급받았으며, 함양산양삼과 열매 복합물(Hamyang 

wild-simulated ginseng and ginseng berry complex, 이하 

HGC로 표기)을 제작하기 위해 함양산양삼 100 g과 열매 20 g에 1 

L의 증류수를 추가하여 85℃에서 3시간동안 추출하였다. 추출한 

추출물은 여과지를 사용하여 여과하였으며, 여과한 추출물은 

rotary vacuum evaporator(EYELA, Japan)를 사용하여 감압농축

하고 freeze dryer(ilShinbiobase, Korea)를 사용하여 동결건조를 

진행하였다. 동결건조 완료 후, 27.81 g(수득률 : 23.18%)의 분말

을 획득하였으며, 분말은 –20℃에 보관하면서 실험 당일 소분하고 

함양산양삼과 열매 복합물의 항산화 및 항염증 효능에 대한 연구
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증류수에 용해시켜 사용하였다.

2. 총 폴리페놀 함량 측정

    1 mg/mL 농도의 HGC 1 mL에 50% Folin-Ciocalteu's 

phenol reagent(Merck Millipore, USA) 0.5 mL를 추가하여 실

온에서 3분간 반응시켰으며, 반응 용액에 sodium 

carbonate(Sigma-Aldrich, USA) 포화용액 1 mL와 증류수 7.5 

mL를 차례로 혼합하여 30분간 반응시켰다. 반응시킨 후, micro 

plate reader(Molecular Devices, USA)의 760 nm 파장에서 흡

광도를 측정하였으며, 총 폴리페놀 함량은 gallic 

acid(Sigma-Aldrich, USA)를 이용하여 작성한 검량선을 바탕으로 

정량하였다.

3. 총 플라보노이드함량 측정

    1 mg/mL 농도의 HGC 0.1 mL에 80% ethanol(Merck 

Millipore, USA) 0.9 mL을 혼합하고 10% aluminium 

nitrate(Sigma-Aldrich, USA)와 1 M potassium 

acetate(Sigma-Aldrich, USA)를 각각 0.2 mL, 80% ethanol 8.6 

㎖을 추가하여 실온에서 40분간 반응시켰다. 반응시킨 후, micro 

plate reader의 415 nm 파장에서 흡광도를 측정하였으며, 총 플

라보노이드 함량은 quercetin(Sigma-Aldrich, USA)을 이용하여 

작성한 검량선을 바탕으로 정량하였다.

4. DPPH 라디컬 소거능 측정

    HGC의 농도가 1, 10, 100, 1000 μg/mL가 되도록 희석하였

으며, 80% ethanol에 용해시킨 0.2 mM 

DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; Sigma-Aldrich, USA) 용

액 150 μL와 준비한 시료를 100 μL씩 혼합하고 37℃에서 30분간 

반응시켰다. 반응시킨 후, micro plate reader의 517 nm 파장에

서 흡광도를 측정하였으며, DPPH 라디컬 소거능은 아래의 식을 바

탕으로 계산하였다.

소거능 (%) = (
대조군의 흡광도 - 시료 첨가군의 흡광도

) × 100
대조군의 흡광도

5. ABTS 라디컬 소거능 측정

    HGC의 농도가 1, 10, 100, 1000 μg/mL가 되도록 희석하였

으며, 2.6 mM potassium persulfate(Sigma-Aldrich, USA) 수용

액에 용해시킨 0.5 mM ABTS(2,2–azino–

bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); Sigma-Aldrich, 

USA) 180 μL와 준비한 시료를 20 μL씩 혼합하여 실온에서 10분

간 반응시켰다. 반응시킨 후, micro plate reader의 732 nm 파장

에서 흡광도를 측정하였으며, ABTS 라디컬 소거능은 아래의 식을 

바탕으로 계산하였다. 

소거능 (%) = (1-
시료 첨가군의 흡광도

) × 100
대조군의 흡광도

6. 세포 배양

    생쥐 유래 대식세포인 RAW264.7 cell은 한국 세포주은행

(Korean Cell Line Bank; KCLB)에서 구입하고 배양하여 사용하였

다. RAW264.7 cell의 배양에는 10%의 fetal bovine serum(FBS; 

Welgene, Korea)와 100 U/mL의 penicillin-streptomycin 

(Welgene, Korea)이 추가된 dulbecco′s modified eagle′s 

medium(DMEM; Welgene, Korea) 배지를 사용하였으며, 배양 온

도는 37℃, CO2 농도는 5%로 유지되는 세포배양기(Sanyo, Japan)

에서 배양하였다.

7. 세포 생존율 측정

    48 well plate에 RAW264.7 cell을 2×104 cells/well로 분주하

여 배양하였으며, 24시간 후, HGC를 다양한 농도(100, 200, 400, 

800 μg/mL)로 처리하여 다시 24시간 배양하였다. 모든 배양이 종

료된 후, EZ-Cytox(DoGenBio, Korea)에 포함된 용액을 각 well당 

20 μL씩 추가하고 세포배양기에서 30분간 반응시켰다. 반응 후 

micro plate reader의 450 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 대조

군에 대한 백분율로 세포생존율을 표시하였다.

8. Nitric oxide 생성량 측정

    48 well plate에 RAW264.7 cell을 2×104 cells/well로 분주하

여 배양하였으며, 24시간 후, HGC를 100, 200, 400 μg/mL로 처

리하고 lipopolysaccharides(LPS; Sigma-Aldrich, USA)를 500 

ng/mL로 추가하여 24시간 동안 배양하였다. 모든 배양이 종료된 

후 nitric oxide assay kit(DoGenBio, Korea)에 포함된 griess 

reagent A를 각 well당 100 μL씩 추가하여 상온에서 10분간 반응

시켰으며, 반응 후 griess reagent B를 100 ㎕를 추가하여 상온에

서 10분간 반응시켰다. 모든 반응이 종료된 후, micro plate 

reader의 540 nm에서 흡광도를 측정하였으며, LPS군에 대한 백

분율로 nitric oxide 생성량을 표시하였다.

9. 단백질 발현량 측정

    6 well plate에 RAW264.7 cell을 2×105 cells/well로 분주하

여 배양하였으며, 24시간 후, HGC를 100, 200, 400 μg/mL로 처

리하고 LPS를 500 ng/mL로 추가하여 24시간 동안 배양하였다. 

배양이 종료된 후, 원심분리하여 세포를 분리하였고 분리된 세포에 

protease 및 phosphatase inhibitor(Sigma-Aldrich, USA)가 포

함된 RIPA lysis buffer(Thermo Fisher Scientific, USA)를 넣어 

단백질을 추출하였다. 추출한 단백질은 BCA protein assay 

kit(Thermo Fisher Scientific, USA)로 정량하였으며, sample 

loading buffer와 혼합하고 95℃에서 5분간 반응시켜 준비하였다. 

준비된 단백질은 12% acrylamide gel에 전기영동하여 단백질을 

분리하였고 이를 PVDF membrane에 이동시켰다. 단백질이 옮겨

진 membrane을 3% bovine serum albumin(BSA; Thermo 

Fisher Scientific, USA) 용액에 담가 상온에서 2시간동안 반응시

켜 blocking을 진행하였으며, TBST buffer로 세척하고 각 

primary antibody(Cell Signaling Technology, USA)와 4℃에서 

16시간동안 반응시켰다. Primary antibody와 반응시킨 

membrane은 다시 TBST buffer로 세척하고 secondary 

antibody(Jackson ImmunoResearch, USA)와 상온에서 1시간동

안 반응시켰으며, 이를 다시 세척하여 ECL solution(iNtRON 

Biotechnology, Korea)으로 단백질을 발색시켰다. 발색 후, 

chemidoc fusion FX(VILBER, France)를 통해 iNOS, IL-1β, 

IL-6, TNF-α, phospho ERK, total ERK, phospho JNK, total 

JNK, phospho p38, total p38 단백질 발현량을 분석하였다.

10. 통계처리

    연구 결과는 mean±standard error of mean으로 나타내었

으며, SPSS Statistics Version 21.0(IBM, USA)을 이용하였으며, 

먼저 두 그룹 간의 통계적 비교는 independent sample t-test를 

사용하여 수행하였고 Tukey’s HSD test를 통해 유의수준 0.05로 

설정하여 유의성을 검정하였으며, p＜0.05, p＜0.01 및 p＜0.001의 

3가지 유의수준으로 나누어 표기하였다.

결    과

1. 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량

    Galic acid를 표준물질로 하여 HGC에 존재하는 총 폴리페놀 

함량을 측정한 결과, 42.84±0.26 mg GAE/g으로 나타났으며, 

quercetin을 표준물질로 하여 HGC에 존재하는 총 플라보노이드 

함량을 측정한 결과, 9.91±1.28 mg QE/g으로 나타났다(Table 2).

Table 2. Total phenolic and flavonoid contents of HGC

Total polyphenol (mg GAE#)/g) Total flavonoid (mg QE##)/g)

42.84±0.26 9.91±1.28

The results were expressed as mean±standard error of mean. #)Total phenol 
contents were expressed as milligram of gallic acid equivalent(GAE) per gram of 
extract. ##)Total flavonoid contents were expressed as milligram of quercetin 
equivalent(QE) per gram of extract.

2. DPPH 및 ABTS 라디컬 소거능

    DPPH 및 ABTS 라디컬 소거능을 측정한 결과, HGC는 DPPH 
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및 ABTS 라디컬 소거능을 농도 의존적으로 증가시켰다(Fig. 1).

Fig. 1. DPPH and ABTS radical scavenging activity of HGC. The results 

were presented by the mean±standard error of mean from three 

independent experiments.

3. 세포생존율

    RAW264.7 세포에 HGC을 24시간 처리 후 세포 생존율을 측

정한 결과, HGC는 400 μg/mL 이하의 농도에서는 대조군에 비해 

세포생존율이 감소하지 않았으나 800 μg/mL 농도에서는 대조군에 

비해 11% 감소한 세포생존율이 나타났다(Fig. 2). 따라서 이후 실

험은 세포에 대한 독성이 나타나지 않은 400 μg/mL 이하의 농도

로 진행하였다.

Fig. 2. Cell viability of HGC in RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were 

treated by 50, 100, 200, and 400 μg/mL of HGC for 24 h. Treated cells 

were reacted with EZ-Cytox for 30 min and then, absorbance were 

measured at 450 nm using micro plate reader. The cell viability were 

calculated as percentage relative to control group. The results were 

presented by the mean±standard error of mean from three independent 

experiments.

3. Nitric oxide 생성량

    LPS로 염증 반응이 유도된 대식세포에서 염증 반응에 대표적

인 바이오마커인 nitric oxide(NO) 생성량을 측정한 결과, HGC는 

100 ㎍/㎖ 이상의 농도에서 농도 의존적이고 LPS군에 비해 유의

성 있는 감소가 나타났다(Fig. 3).

Fig. 3. Effects of HGC on nitric oxide level in RAW264.7 cells.

RAW264.7 cells were treated by 100, 200 and 400 μg/mL of HGC with 

500 ng/mL of LPS for 24 h. The nitric oxide level were measured using an 

assay kit. The results were presented by the mean±standard error of 

mean from three independent experiments (Significance of results, +++ : 

p＜0.001 compared to control, ** ; p＜0.01, *** ; p＜0.001 compared to 

LPS).

4. 염증성 단백질 발현량

    LPS로 염증 반응이 유도된 대식세포에서 발현이 증가하는 

iNOS, IL-1β, IL-6, TNF-α 단백질 발현량을 측정한 결과, HGC는 

100 μg/mL 이상의 농도에서 iNOS, IL-1β, IL-6 단백질 발현량을 

대조군에 비해 농도 의존적이고 유의성 있게 감소시켰으며, 200 μ

g/mL 이상의 농도에서는 TNF-α 단백질 발현량을 대조군에 비해 

농도 의존적이고 유의성 있게 감소시켰다(Fig. 4).

Fig. 4. Effects of HGC on protein expression level in RAW264.7 cells.

RAW264.7 cells were treated by 100, 200 and 400 μg/mL of HGC with 

500 ng/mL of LPS for 24 h. The protein expression level were measured 

using a western blot assay. The results were presented by the 

mean±standard error of mean from three independent experiments 

(Significance of results, +++ : p＜0.001 compared to control, * ; p＜0.05, 

** ; p＜0.01, *** ; p＜0.001 compared to LPS). (A); protein expression level 

(B); graph image

5. 신호 전달 단백질 인산화

    LPS로 염증 반응이 유도된 대식세포에서 외부 자극으로부터 

반응하여 다양한 세포의 기능을 조절하는 mitogen-activated 

protein kinases(MAPKs)의 인산화를 측정한 결과, HGC는 200 μ

g/mL 이상의 농도에서 ERK와 p38의 인산화를 대조군에 비해 농

도 의존적이고 유의성 있게 감소시켰으며, 400 μg/mL 농도에서 

JNK의 인산화를 대조군에 비해 유의성 있게 감소시켰다(Fig. 5). 

Fig. 5. Effects of HGC on protein phosphorylation level in RAW264.7 

cells. RAW264.7 cells were treated by 100, 200 and 400 μg/mL of HGC 

with 500 ng/mL of LPS for 24 h. The protein phosphorylation level were 

measured using a western blot assay. The results were presented by the 

mean±standard error of mean from three independent experiments 

(Significance of results, +++ : p＜0.001 compared to control, * ; p＜0.05, 

*** ; p＜0.001 compared to LPS). (A); protein phosphorylation level (B); 

graph image

고    찰

    염증 반응은 다양한 요인에 의해 세포 및 조직에 손상이 발생
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하는 반응이며, 세포가 생장하고 정상적인 상태로 지속되기 위해 

적당한 염증 반응은 필요하지만 과도하게 반응이 일어나거나 오랜 

기간 반응이 지속되면 조직의 손상 및 기능 상실이 유도된다14,15). 

염증 반응의 진행은 NF-κB(nuclear factor kappa B), 

MAPK(mitogen-activated protein kinase) 및 JAK-STAT 등 다

양한 신호 조절 경로들을 통해 진행되며, nitric oxide(NO), 

tumor necrosis factor-α(TNF-α), interleukin과 같은 염증 유도 

물질들이 생산되어 진행된다16,17). 

    이러한 염증 반응과 산화적 스트레스는 체내 다양한 생리학적 

과정에서 밀접하게 관련되어 있으며, 다양한 연구들을 통해 이러한 

연관성이 과학적으로 입증되었다18-20). 또한 인삼 열매가 인삼에 비

하여 진세노사이드 함량과 항산화 효능이 우수하다는 연구결과들
21-23)에 착안하여 함양산양삼의 고부가가치 제고를 위해 함양산양삼

과 산양삼 열매 복합물을 제작하였다. 이에 따라 본 연구에서는 복

합물의 항산화 효능(total polyphenol, total flavonoid, DPPH 및 

ABTS 라디컬 소거능)을 분석하여 산화적 스트레스를 개선할 수 있

는 지 확인하였으며, 이와 연관되어있는 염증성 사이토카인(NO, 

IL-1β, IL-6, TNF-α)의 생성량 및 발현량을 분석하고 이들을 조절

하는 신호 조절 경로인 MAPKs의 인산화를 분석하였다.

    폴리페놀과 플라보노이드는 과일과 채소를 비롯한 다양한 천연

물들에서 발견되어 생리활성을 갖는 화학물질을 말한다21,22). 이러

한 폴리페놀과 플라보노이드는 다양한 연구들을 통해 염증 반응을 

개선시킬 수 있음이 확인되었으며, 이와 더불어 면역 조절, 심혈관 

보호, 항암 작용 등 체내에서 긍정적인 영향을 미친다고 알려져 있

다22-26). 본 연구를 통해 함양산양삼과 산양삼 열매 복합물에는 많

은 양의 폴리페놀과 플라보노이드가 확인되었으며(Table 2), DPPH 

및 ABTS 라디컬 소거능이 농도 의존적으로 증가되었다(Fig. 1). 이

러한 라디컬 소거능의 증가는 폴리페놀과 플라보노이드의 강력한 

항산화 효과 때문에 증가되었으며, 따라서 함양산양삼과 산양삼 열

매 복합물이 산화적 스트레스와 관련된 다양한 질병을 예방하거나 

개선시키는데 도움이 될 수 있을 것이라 사료된다.

    또한 항염증 효능을 확인하기 위해 생쥐 유래 대식세포인 

RAW264.7 세포로 실험을 진행하였으며, 이와 같은 대식세포는 염

증 반응을 관여하는 세포 중 하나로서 lipopolysaccharides(LPS)

와 같은 염증 유도 물질들에 의해 활성화되어 체내에서 다양한 염

증성 물질들을 생성하여 염증 반응을 조절하는데 중요한 역할을 한

다27,28). 따라서 활성화된 대식세포에서 염증성 물질들의 생성을 억

제하는 것은 염증 반응을 개선시키는데 빠르고 효과적인 방법이라 

생각된다. 이에 본 연구를 통해 RAW264.7 세포에서 함양산양삼과 

산양삼 열매 복합물의 독성이 나타나지 않는 농도를 확인하고 확인

된 농도에서 실험을 진행하였으며(Fig. 2), 함양산양삼과 산양삼 열

매 복합물은 염증 반응에서 가장 먼저 반응하는 nitric oxide(NO) 

생성량을 농도 의존적이고 LPS 처리군에 비해 유의성 있게 감소시

켰다(Fig. 3). 또한 염증 반응을 진행시키는 염증성 물질인 

inducible nitric oxide synthase (iNOS), IL-1β, IL-6, TNF-α 

단백질 발현량도 농도 의존적이고 LPS 처리군에 비해 유의성 있게 

감소시켰다(Fig. 4). 따라서 함양산양삼과 산양삼 열매 복합물이 염

증 반응을 개선할 수 있음을 확인하였다.

    마지막으로 염증 반응을 조절하는 신호 전달 경로 중 MAPK 

경로는 extracellular signal-regulated kinases(ERK), c-Jun 

N-terminal kinases(JNK), p38 mitogen-activated protein 

kinases(p38)로 구성되어 있으며, 일반적으로 ERK는 세포의 성장

과 관련되어 있고, JNK와 p38은 세포 내 스트레스 및 염증 반응에 

관련되어 있다29,30). 본 연구에서는 함양산양삼과 산양삼 열매 복합

물이 MAPK 인산화를 유의적으로 감소시켰음을 확인하였으며(Fig. 

5), 이는 함양산양삼과 산양삼 열매 복합물이 MAPK 신호 전달 경

로를 억제하여 염증성 물질들의 생성을 조절한다는 것을 입증해주

는 결과라고 사료된다.

    이상의 결과를 종합해 볼 때 함양산양삼과 산양삼 열매 복합물

은 항산화 및 항염증 효능이 세포실험을 통해 과학적으로 입증되었

다. 따라서 동물실험 실험결과가 뒷받침 된다면 항산화 및 항염증

에 효과가 있는 기능성 소재로써 사용이 가능 할 것이라 생각되며, 

이를 통해 함양산양삼과 산양삼 열매를 사용한 산업화의 촉진과 고

부가가치를 제고할 수 있을 것이라 사료된다.

결    론

    본 연구에서는 함양산양삼과 산양삼 열매 복합물에 존재하는 

폴리페놀과 플라보노이드를 정량하였고 DPPH 및 ABTS 라디컬 소

거능을 농도 의존적으로 증가시키는 항산화 효능을 확인하였다. 또

한 함양산양삼과 산양삼 열매 복합물이 염증 반응이 유도된 

RAW264.7 세포에서 nitric oxide(NO) 생성량과 염증성 염증성 물

질인 iNOS, IL-1β, IL-6, TNF-α 단백질 발현량을 유의적으로 억

제하고 MAPK 신호 전달 경로를 유의적으로 억제함을 통해 항염증 

효능을 과학적으로 증명하였다. 이러한 결과들을 통해 함양산양삼

과 산양삼 열매는 항산화 및 항염증에 효과가 있는 기능성 소재로

써 사용이 가능 할 것이라 사료된다.
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