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This study was performed to investigate the antioxidant activity of extracts of black Panax ginseng (BGE) and

its crude saponin (BGECS). The antioxidant activities of BGE and BGECS were evaluated for free radical scavenging

activity against stable free radical (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) DPPH, nitrite, hydrogen peroxide and superoxide. In

addition, the antioxidant activity of BGE and BGECS against peroxyl radicals, hydroxyl radicals and peroxynitrites were

determined by the total oxy-radical scavenging capacity (TOSC) assay. As a result, BGE and BGECS were found to

have a strong inhibitory activity with >90% against the DPPH radical at 1000 ㎍/㎖ concentrations. Also, BGE and

BGECS exhibited strong inhibitory activity with >80% against hydrogen peroxide at lower concentration (125 ㎍/㎖).

Moreover, specific TOSC values (405 and 473 TOSC/mM) of BGE and BGECS against peroxynitrites were higher than

GSH (347 TOSC/mM) used a positive control. These results suggest that BGE and BGECS could be useful to develop

functional foods against disease related oxidative stress.
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서 론

인삼(人蔘)은 다년생 초본류로서 오가피과(Araliaceae) 속에

속하며 한반도를 비롯하여 동아시아로부터 시베리아 동부, 북아

메리카 지역에 걸쳐 분포되고 있다1). 이러한 인삼은 건강기능식

품으로서 홍삼, 백삼 등으로 가공되어 다양한 형태의 제품으로

이용되고 있다. 따라서 웰빙시대를 맞이하여 인삼의 소비가 점점

증가되고 있는 실정이다. 특히 고려인삼(Panax ginseng C.A.

Meyer)은 한반도가 원산인 한국의 특산 약용식물로 중국 본초학

의 원전인 ‘神農本草經’에 불로장생의 약효를 지닌 上藥으로 등

재된 이래 수천년 간 민간과 한방의학에서 사용되고 있다2).

인삼의 성분에는 인삼사포닌, 산성다당체, 인삼단백질, 페놀

성 물질 등이 알려져 있다
3-5)

. 한편, 1957년 러시아의 Brekman에

의하여 사포닌 배당체가 약효의 주성분임을 강조하므로서 사포

닌 연구가 집중적으로 시작되어 다양한 인삼사포닌 구조가 밝혀

지고 있다. 인삼의 생리활성은 최근 체계적인 약리학적 접근으

로 자양․강장효과, 성기능 및 생식기능 부전 개선 효과, 항고혈

압 및 항동맥경화 효과, 조혈기능 항진 및 빈혈치료 효과, 혈당

대사 및 당뇨병 개선 효과, 항암효과, 간장기능 부전 개선 효과,

숙취해소 효과, 기생충 감염 방지 효과, 진통․소염 작용 등이

있다6-10).

이와같이 인삼에 대한 약효와 효능이 점점 약리 및 임상학

적인 면에서 과학적으로 입증되어 감에 따라 인삼이 의약품으

로는 물론 자연건강식품으로서도 널리 인정받게 되었고 수요층

의 기호변화에 따라 인삼의 이용과 가공방법도 점차 다양하게

개발되고 있다. 우리나라 식품공전 및 인삼산업법에 따르면 인

삼은 수삼, 수삼을 증기 또는 기타 방법으로 쪄서 익혀 말린 홍

삼 및 수삼을 물에 익혀 말린 태극삼과 같이 네가지로 분류되어

있다.

최근에는 발효홍삼, 산삼배양근, 조직배양인삼 등 다양한

가공인삼이 개발되고 있다. 이러한 인삼의 프리미엄 시대를 맞

이하여 인삼의 본고장인 금산을 중심으로 흑삼이 개발되어 많은

관심을 받고 있다. 최근에 흑삼에 대한 많은 연구가 이루어지고

있어 흑삼의 성분 및 다양한 생리활성에 대한 연구결과가 보고

되고 있다
11-14)

. 그러나 흑삼의 항산화 활성에 대한 연구는 미흡
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한 상황이다.

진핵생물은 세포 내 미토콘드리아에서 ATP를 생산할 때 전

자전달계의 최종 전자수용체로서 산소 (O2)를 필요로 한다. 하지

만 이러한 미토콘드리아의 호흡 과정은 피할 수 없는 부산물로

써 superoxide radical (O2-)이나 hydrogen peroxide (H2O2)와 같

은 활성산소 (reactive oxygen species, ROS)를 생성하게 된다. 또

한 일반적으로 호흡으로 들이마신 산소의 약 1-2%가 산화적 스

트레스에 의해서 활성산소로 변하며, 일부는 몸 속에서 저절로

없어지거나 각종 감염을 막는 면역기능도 하지만, 과잉 생산된

활성산소가 문제다. 진핵세포에는 superoxide dismutase (SOD),

glutathione peroxidase, catalase와 그 밖에 여러 다른 단백질 등

이 있어 세포 내에 ROS의 축적을 억제한다.

그러나 오랜 시간에 결쳐 여러 질병을 비롯한 스트레스, 공

해 등 다양한 원인에 의해 세포내 항상성이 깨지면 이러한 과잉

의 활성산소는 정상 세포막과 세포를 손상시키며, 피부를 구성하

는 콜라겐을 산화시켜 노화를 촉진하고, DNA를 손상시켜 암을

유발하는가 하면 세포막의 불포화지방산을 산화작용을 통해 이

물질로 바꿔 동맥경화, 뇌졸중 등 여러 가지 질병을 야기한다고

알려져 있다15-18). 따라서 최근에 천연물을 이용하여 이러한 여러

가지 질병을 야기하는 활성산소를 제거할 수 있는 항산화물질을

개발하는 연구가 활발히 전개되고 있다.

채내에서 생성되는 활성산소의 양을 직접 측정하거나

oxygen free radical 흡수능력을 평가하는 방법이 활성산소 소거

능력을 측정할 수 있는 가장 이상적인 방법이지만, 이러한 방법

들은 대부분 특별한 장비와 고도의 기술 그리고 많은 시간이 요

구되므로 많은 시료의 활성을 측정하는 일반적인 항산화 활성을

평가하는 방법은 1,1-diphenyl-2-picrylhydrozyl (DPPH) assay가

대표적이다19). DPPH assay 방법은 가장 광범위하게 사용되며

high-throughput system에 적용될 수 있어 시간과 경비를 절약

할 수 있는 장점이 있다.

한편, Total oxy-radical scavenging capacity (TOSC) 법은

DPPH assay 방법과는 달리 실제로 생체내에서 발생하는

peroxyl radical, hydroxyl radical 및 peroxynitrite에 대한 개별

적인 항산화 활성을 평가하는 방법으로 산화성물질이

alpha-keto-gamma-methiobutyric acid (KMBA)와 반응하여 생

성되는 ethylene을 gas chromatography를 이용하여 검출한다
20,21). 이 방법은 시간에 따른 ethylene gas의 농도를 측정하여

area under the curve (AUC)를 산출하고 이 값을 대조군에서의

AUC와 비교함으로써 TOSC 값을 계산한다. 또한 대표적인 항산

화 물질인 glutathione (GSH)를 표준물질로 사용함으로써 정량

적으로 항산화 활성을 실험간에 비교할 수 있다. 따라서 이 방법

은 실질적인 체내 산화성물질에 대한 항산화 활성을 정량적으로

측정할 수 있다. TOSC assay는 항산화 활성 외에도 조직액이나,

혈장, 혈청 등에서 항산화 활성을 측정하여 산화적 스트레스의

biomarker로 사용되고 있다
21)

.

이에 본 연구는 흑삼의 항산화 활성을 측정하고자 DPPH

assay 방법뿐만 아니라 TOSC 방법한 이용하여 흑삼의 항산화

활성을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 흑삼의 제조

2009년 충남 금산에서 10월에 수확한 신선한 5년근 수삼을

금산인삼농협으로부터 구입하여 흐르는 물에서 3회 세척하고 초

음파 세척기에서 3회 세척하였다. 건조기를 이용하여 수삼을

55℃에서 24시간 건조하여 수분이 25-30% 정도로 맞춘 후 송 등
22)
이 보고한 방법으로 흑삼을 제조하였다.

2) 흑삼 조사포닌 추출

제조한 흑삼 500 g을 취하여 70% 에탄올에 넣고 실온에서

하룻밤 방치한 뒤 3시간 환류 추출하여 얻은 용액을 실온까지 냉

각시킨 후 용액을 여과하여 감압 농축 시켰다. 동일한 방법으로

총 3회 추출하여 흑삼 에탄올 추출물을 얻었다. 이렇게 얻은 흑

삼 에탄올 추출물을 1리터의 물에 현탁시키고, 1리터의 에테르로

3회 추출하여 비극성 물질을 제거하였다. 여기에서 얻은 물층을

물로 포화된 부탄올을 사용하여 3회 추출하여 이로부터 얻어진

수포화된 부탄올 층을 감압건조하여 흑삼 부탄올 추출물을 얻었

다. 이렇게 얻은 흑삼 조사포닌 추출물을 항산화 활성을 확인하

기 위한 시료로 사용하였다.

2. 사용시약

시약으로 사용한 DPPH, GSH, ascorbic acid,

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), ferrous ammonium

sulfate, H2O2, 2,2'-azobisamidinopropane (ABAP),

3-morpholinosydnonimine (SIN-1), KMBA, tBHP,

tetraethoxypropane (TEPP), diethylenetriaminopentacetic acid

(DTNB), NADPH, sodium nitrite, acetic acid, hydrochloric acid,

sulfanilic acid, naphthylamine, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl,

butylated hydroxy-anisole (BHA), nitro blue tetrazolium,

xanthine, xanthine oxidase, potassium phosphate monobasic,

potassium phosphate dibasic, PBS, peroxide 등은 Sigma

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서, 에탄올은 (주)삼전에서

구입하였으며, 기기로 사용한 GC는 Shimadze사 (Tokyo, Japan)

의 GC-2010를 사용하였다.

3. 항산화 활성 측정

1) DPPH 라디칼 소거능

DPPH free radical에 대한 소거활성은 Blois의방법
23)
을 변형

하여 측정하였다. 각 시료 20 ㎕에 0.1 mM DPPH 180 ㎕를 넣고

vortex한 후, 30분 동안 방치한 다음 560 nm에서 흡광도를 측정

하였다. DPPH 라디칼 소거능은 다음 식으로 나타내었다.

DPPH 라디칼 소거능 (%)

＝ [대조군의 흡광도 - 반응군의 흡광도/대조군의 흡광도] ×100

2) Nitrite 소거 작용

아질산염 소거작용은 Kato 등
24)
의 방법에 따라 다음과 같이
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측정하였다. 즉, 1 mM의 NaNO2 용액 30 ㎕에 시료추출물을 60

㎕를 첨가하고 여기에 0.1 N HCl 용액 210 ㎕를 가하여 전체를

300 ㎕로 하였다. 그리고 37℃에서 1시간동안 반응시켜 얻은 반

응액을 40 ㎕씩 취하고 여기에 2% 초산 용액 200 ㎕를 첨가한 다

음 Griess 시약 16 ㎕를 가하여 혼합시켜 실온에서 15분간 방치

시킨 후 흡수 분광광도계를 사용하여 520 nm에서 흡광도를 측

정하여 잔존하는 아질산염의 백분율로 나타내었다. 공시험은

Griess시약 대신 증류수를 가하여 같은 방법으로 행하였다

N(%) = [1-(A-B)/(C-D)] × 100

․N : 아질산 소거능(%)
․A : 시료의 흡광도
․B : 시료 대조군의 흡광도
․C : Control의 흡광도
․D : Control 대조군의 흡광도

3) Superoxide anion 소거능

Superoxide anion 소거활성은 Okamura등25)의 방법을 변형

하여 측정하였다. 즉 시료 20 ㎕, 2 mM xanthine과 0.1mM NBT

혼합액 160 ㎕를 넣고 0.05 mM EDTA가 포함된 50mM

potassium phosphate buffer (pH 7.4)에 녹인 xanthine oxidase

(0.5 unit/㎖) 20 ㎕를 첨가하여 37℃에서 30분 동안 반응시켰다.

다음, 여기에 2.5N HCl 80 ㎕를 첨가하여 반응을 중지시키고

560 nm에서 흡광도를 측정하였다.

4) Hydrogen peroxide 소거능 측정

Hydrogen peroxide 소거활성은 Park 등26)의 방법에 따라

96-well microplate에 phosphate buffered saline (PBS) 100 ㎕,

분획물 20 ㎕를 넣고 1 mM H2O2를 가하여 5분방치 한 다음,

1.25 mM ABTS 30 ㎕와 PBS에 녹인 peroxidase (1unit/㎖) 30 ㎕

를 첨가하여 37℃에서 10분간 반응시킨 후 405 nm에서 흡광도를

측정하였다.

5) TOSC 방법을 이용한 항산화 활성 측정

TOSC assay는 Winston27)에 의해 제안되고 같은 저자들에

의해 수정된 방법
20,21)

을 사용하여 실시하였다. Peroxyl radical은

2,2'-azobisamidinopropane (ABAP)를 35℃에서 thermal

homolysis시켜 발생시켰다20). Hydroxyl radical은 Fe와 ascorbate

를 이용한 Fenton reaction으로, peroxynitrite는

3-morpholinosydnonimine (SIN-1)의 자발적인 붕괴를 통해 발생

시켰다. 발생한 각각의 oxy-radical은 KMBA와 반응하여

ethylene을 발생하며 이때의 TOSC 값은 일정범위 내에서는 온

도에 따른 차이를 나타내지 않는 것으로 보고된 바 있다27). 반응

은 1 ㎖의 반응액을 고무마개로 밀폐된 15 ㎖ 용기에 넣어 진행

시켰으며 생성된 ethylene은 반응용기의 head space 공기 0.4 ㎖

을 취하여 GC (GC-2010, Shimadze, Tokyo, Japan)로 분석하여

검출하였다. Oven, injector와 flame ionization detector의 온도를

각각 60℃, 180℃로 설정하고 Supelco SPB-1 caillary column(30

m × 0.32 mm × 0.25 ㎛)를 장착한 gas chromatograph 장치를

사용하였다. Carrier gas로는 helium을 사용하였으며 split ratio

30:1로 설정하였다. TOSC 값은 TOSC=100-(SA/CA×100)의 식으

로 구했다25). SA는 시간에 따른 sample의 적분 값이고, CA는 시

간에 따른 control의 적분 값이다. Control로는 3차 증류수를 사

용하였으며 시료로는 흑삼 70% 에탄올 추출물 (BGE) 와 흑삼 조

사포닌 (BGECS) 외에 양성대조군으로 GSH를 사용하였다. 따라

서 oxy-radical scavenging capacity를 전혀 갖지 못하는 시료의

∫SA/∫CA = 1이 되며 TOSC = 0의 값을 갖는다. 반대로 ∫SA

→ 0일 때는 TOSC 값은 100에 접근한다. Specific TOSC 값은 얻

어진 TOSC 값을 시험물질에 농도에 따라 좌표화하고 선형회귀

분석(linear regression analysis)을 통해 기울기를 얻은 후 이 값

을 시험물질의 농도로 나누어 구하였다. TOSC 값은 대조군에서

의 값과 비교하게 되므로 이론적으로 기기의 감도나 사용시약,

기타 반응조건에 영향을 받지 않는다.

4. 통계 처리

모든 실험결과는 평균 ± 표준편차로 표시했으며 군간에서

통계적인 유의성은 GraphPad Prism program (version 4.0)을 이

용하여 One-way ANOVA-test 후 Dunnett's Multiple

Comparison Test로 확인하였다.

결 과

1. 흑삼의 제조

송 등22)의 방법을 이용하여 수삼을 이용하여 흑삼을 제조하

였으며 제조한 흑삼의 색깔은 흑갈색이었다.

2. 흑삼 조사포닌의 양

흑삼의 조사포닌의 경우 증숙 인삼 500 g 을 사용하여 70%

에탄올 추출물 178.7 g 을 얻고 이것을 일부 사용하여 수포화 부

탄올 추출물인 흑삼 조사포닌 23.5 g (4.7%)을 얻었다.

3. 항산화 활성

1) DPPH 라디칼 소거능

Free radical로서 비교적 안정한 DPPH를 이용하여 양성대

조군으로 사용한 강력한 항산화 활성을 나타내는 합성물질인

BHA와 흑삼 70% 에탄올 추출물 (BGE) 와 흑삼 조사포닌

(BGECS)의 free radical 소거활성을 측정하였다. Table 1에서와

같이 양성대조군인 BHA는 250, 125, 62.6, 31.25 및 15.62 ㎍/㎖

의 농도에서 각각 70.82±0.67, 42.90±0.29, 25.65±0.20, 9.76±0.17

및 4.64±0.82%와 같이 농도의존적으로 강한 free radical 소거활

성을 나타내었다. 이에 비해서 흑삼 70% 에탄올 추출물 (BGE)은

양성대조군에 비해서는 약한 활성을 나타내었지만 1000 및 500

㎍/㎖와 같은 높은 농도에서는 97.87±0.17 및 92.45±0.77%의 강

력한 free radical 소거활성을 나타내었다.

또한 250, 125, 62.5 및 31.3 ㎍/㎖ 농도에서는 각각

61.76±1.17, 37.85±0.41, 21.59±0.77 및 12.88±0.50%와 같이 농도의

존적으로 비교적 강한 free radical 소거활성을 나타내었다. 한편,

흑삼 조사포닌 (BGECS)의 경우 흑삼 70% 에탄올 추출물 (BGE)

과 거의 동등한 수준으로 free radical 소거활성을 나타냄을 관찰

하였다(Fig. 1).
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2) Nitrite 소거 작용

Table 2에서와 같이 양성대조군인 BHA는 25, 12.5, 6.25,

3.12 및 1.56 ㎍/㎖의 농도에서 각각 92.97±0.94, 51.08±0.47,

25.95±0.94, 10.45±0.86 및 3.76±0.94%와 같이 농도의존적으로 강

한 nitrite 소거활성을 나타내었다. 특히 DPPH radical 에 대한

소거활성과는 달리 비교적 낮은 농도인 25 ㎍/㎖에서도 90% 이

상 강력한 소거활성을 나타냄을 관찰할 수 있었다. 이에 비해서

흑삼 70% 에탄올 추출물 (BGE)은 양성대조군에 비해서는 약한

활성을 나타내었지만 312.5 및 156.3 ㎍/㎖의 농도에서는

90.4±1.27 및 81.6±1.27%의 강력한 nitrite 소거활성을 나타내었

다. 또한 78.1, 39, 19.5 및 9.8 ㎍/㎖ 농도에서는 각각 58.8±2.55,

49.3±1.56, 11.8±1.56 및 1.5±1.23%와 같이 농도의존적으로 비교

적 강한 nitrite 소거활성을 나타내었다(Fig. 2). 한편, 흑삼 조사

포닌 (BGECS)의 경우 흑삼 70% 에탄올 추출물 (BGE)에 비해서

약간 강한 수준으로 nitrite 소거활성을 나타냄을 관찰하였다

(Fig. 2).

Table 1. Scavenging activity of BHA on DPPH free radical

Sample　

DPPH Radical Scavenging Activity (%)

Conc. (㎍/㎖)

250 125 62.5 31.25 15.62

BHA
70.82 ±
0.67

42.90 ±
0.29

25.65 ±
0.20

9.76
± 0.17

4.64
± 0.82

BHA : Butylated Hydroxy-Anisole, Data are means ± S.D. of 5 experiments.

Fig. 1. Scavenging Activity of BGE and BGECS on DPPH Free

Radical. BGE : Extract of black ginseng with 70% EtOH, BGECS : Crude saponin
of black ginseng extracted with 70% EtOH

Fig. 2. Scavenging Activity of BGE and BGECS on nitrite. BGE :
Extract of black ginseng with 70% EtOH, BGECS : Crude saponin of black ginseng

extracted with 70% EtOH

Table 2. Scavenging activity of BHA on nitrites

Sample　

Nitrities Scavenging Activity (%)

Conc. (㎍/㎖)

25 12.5 6.25 3.12 1.56

BHA
92.97 ±
0.94

51.08 ±
0.47

25.95 ±
0.94

10.45 ±
0.86

3.76
± 0.94

BHA : Butylated Hydroxy-Anisole, Data are means ± S.D. of 5 experiments.

3) Superoxide anion 소거능

Table 3에서와 같이 양성대조군인 BHA는 100, 50, 25, 12.5

및 6.25 ㎍/㎖의 농도에서 각각 96.95±1.57, 42.13±1.32,

27.10±0.52, 12.56±1.04 및 4.98±1.34%와 같이 농도 의존적으로 강

한 superoxide anion radical 소거활성을 나타내었다. 이에 비해

서 흑삼 70% 에탄올 추출물 (BGE)은 양성대조군에 비해서는 약

한 활성을 나타내었지만 1000 ㎍/㎖의 높은 농도에서만

59.62±1.11%의 비교적 약한 superoxide anion radical 소거활성

을 나타내었다(Fig. 3). 또한 500 및 250 ㎍/㎖ 농도에서는 각각

10% 미만의 미약한 superoxide anion radical 소거활성을 나타내

었다(Fig. 3). 한편, 흑삼 조사포닌 (BGECS)의 경우 흑삼 70% 에

탄올 추출물 (BGE)에 비해서 강한 수준으로 superoxide anion

radical 소거활성을 나타냄을 관찰하였다(Fig. 3).

Table 3. Scavenging activity of BHA on superoxide anion radical

Sample　

Superoxide anion radical Scavenging Activity (%)

Conc. (㎍/㎖)

100 50 25 12.5 6.25

BHA
96.95 ±
1.57

42.13 ±
1.32

27.10 ±
0.52

12.56
± 1.04

4.98
± 1.34

BHA : Butylated Hydroxy-Anisole, Data are means ± S.D. of 5 experiments.

Fig. 3. Scavenging Activity of BGE and BGECS on superoxide

anion. BGE : Extract of black ginseng with 70% EtOH, BGECS : Crude saponin
of black ginseng extracted with 70% EtOH

4) Hydrogen peroxide 소거능

Table 4에서와 같이 양성대조군인 BHA는 50, 25, 12.5, 6.25

및 3.12 ㎍/㎖의 농도에서 각각 92.36±1.76, 68.45±2.15,

46.87±0.96, 25.43±0.99 및 10.75±1.87%와 같이 농도 의존적으로

강한 hydrogen peroxide 소거활성을 나타내었다. 이에 비해서

흑삼 70% 에탄올 추출물 (BGE)은 양성대조군에 비해서는 약한

활성을 나타내었지만 125 ㎍/㎖의 농도에서는 89.98±0.37%의

비교적 강한 hydrogen peroxide 소거활성을 나타내었다(Fig. 4).

또한 62.5 및 31.25 ㎍/㎖ 농도에서는 각각 62.87±0.55 및
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36.05±0.10%의 hydrogen peroxide 소거활성을 나타내었다(Fig.

3). 한편, 흑삼 조사포닌 (BGECS)의 경우 흑삼 70% 에탄올 추출

물 (BGE)에 비해서 거의 동등한 수준으로 hydrogen peroxide 소

거활성을 나타냄을 관찰하였다(Fig. 4).

Table 4. Scavenging activity of BHA on hydrogen peroxide

Sample　

Hydrogen Peroxide Scavenging Activity (%)

Conc. (㎍/㎖)

50 25 12.5 6.25 3.12

BHA
92.36 ±
1.76

68.45 ±
2.15

46.87 ±
0.96

25.43
± 0.99

10.75
± 1.87

BHA : Butylated Hydroxy-Anisole, Data are means ± S.D. of 5 experiments

Fig. 4. Scavenging Activity of BGE and BGECS on Hydrogen

Peroxide. BGE : Extract of black ginseng with 70% EtOH, BGECS : Crude
saponin of black ginseng extracted with 70% EtOH

5) TOSC 방법에 의한 oxy-radical 소거활성

Peroxyl radical, hydroxyl radical 및 peroxynitrite에 대한

흑삼 70% 에탄올 추출물 (BGE), 흑삼 조사포닌 (BGECS) 및 양

성대조군으로 사용한 GSH의 소거활성을 TOSC 방법을 이용하

여 평가하였다(Table 5).

Table 5. Specific TOSC Values of black Panax ginseng and its

crude saponin against Peroxyl Radicals, Hydroxyl Radicals and

Peroxynitrites

Sample
Peroxyl radicals

Hydroxyl
radicals

Peroxynitrites

TOSC/mM

GSH 940 ± 19 335 ± 12 347 ± 34

BGE 433 ± 16 198 ± 11 405 ± 39*

BGECS 476 ± 91 312 ± 10 473 ± 23**

GSH : Glutathione, BGE : Extract of black Panax ginseng with 70% EtOH, BGECS :
Crude saponin of black ginseng extracted with 70% EtOH. The results are expressed as
the means ± SD of 5 experiments. Linear regression was calculated using GraphPad
Prism, version 4.0. *: p<0.05, **: p<0.01 significantly different as compared to positive
control(GSH)[One-way ANOVA followed by Dunnett's Multiple Comparison Test].

먼저, peroxyl radical 소거활성을 측정한 결과 양성대조군으

로 사용한 GSH의 specific TOSC는 940±19 TOSC/mM으로 강력

한 peroxyl radical 소거활성 나타내었다. 이에 비해서 흑삼 70%

에탄올 추출물 (BGE) 과 흑삼 조사포닌 (BGECS)의 TOSC 값은

각각 433±16 및 476±91 TOSC/mM 로써 양성대조군인 GSH보

다는 약하였지만 비교적 강한 peroxyl radical 소거활성을 나타

내었다.

Hydroxyl radical 소거활성을 측정한 결과 양성대조군으로

사용한 GSH의 specific TOSC는 335±12 TOSC/mM으로 강력한

hydroxyl radical 소거활성 나타내었다. 이에 비해서 흑삼 70%

에탄올 추출물 (BGE) 의 specific TOSC는 198±11 TOSC/mM으

로 양성대조군으로 사용한 GSH 보다는 약한 소거활성을 나타내

었다. 한편, 흑삼 조사포닌 (BGECS)의 TOSC 값은 312±10

TOSC/mM 로써 양성대조군인 GSH와 거의 동등한 수준으로 강

력한 hydroxyl radical 소거활성을 나타내었다.

Peroxynitrites 소거활성을 측정한 결과 양성대조군으로 사

용한 GSH의 specific TOSC는 347±34 TOSC/mM으로 강력한

peroxynitrites 소거활성 나타내었다. 이에 비해서 흑삼 70% 에탄

올 추출물 (BGE) 의 specific TOSC는 405±39 TOSC/mM으로 양

성대조군으로 사용한 GSH 보다 유의적으로 강한 소거활성을 나

타내었다(P<0.05). 한편, 흑삼 조사포닌 (BGECS)의 TOSC 값은

473±23 TOSC/mM 로써 양성대조군인 GSH 보다 유의적으로 강

한 peroxynitrites 소거활성을 나타내었다(P<0.01).

고 찰

최근 인삼 실소비자들은 수요층별로 기호 적성에 부합하면

서도 차별화가 되는 제품을 요구하고 있다. 즉, 성별, 연령별 및

민족별로 소비자가 원하는 시대적 흐름과 실소비자의 요구 수준

에 맞추어 새로운 제형의 제품과 특수용도의 제품을 개발하는

시대 를 맞이하였다. 우리나라에서도 최근에 선삼, 효삼, 황삼,

식스플러스 등 다양한 형태의 가공인삼이 개발되고 있으며 이러

한 가공인삼을 원료로한 다양한 형태의 인삼제품이 개발되고 있

다. 이러한 상황에서 인삼의 본 고장인 금산에서 흑삼이 개발된

것이다. 흑삼은 항암, 뇌기능보호효과 등 다양한 생리활성
11-14)

을

나타내어 많은 관심을 받고 있는 가공인삼이다. 최근에 인삼에서

분리한 사포닌이 항산화 효과를 나타낸다는 보고28,29)가 있으나

흑삼의 항산화 활성에 대한 연구가 거의 전무한 상태다. 따라서

본 연구는 아직 연구가 이루어지지 않고 있는 흑삼의 항산화 활

성을 검증하고자 하였다.

실험결과 Fig. 1에서와 같이 DPPH free radical 소거활성은

양성대조군인 BHA에 비해서 약하였지만 BGE 및 BGECS의

1,000, 500 ㎍/㎖와 같은 높은 농도에서는 90% 이상의 강력한 소

거활성을 나타냈다. 일반적으로 인삼에는 인삼사포닌을 포함하

여 산성다당체, 인삼단백질, 페놀성 물질 등3-5) 다양한 물질이 존

재한다고 알려져 있는데 BGE 및 BGECS의 활성이 거의 동등한

것으로 보아 흑삼의 항산화 활성을 나타내는 물질은 인삼사포닌

일 것으로 판단된다. 마찬가지로 nitrite, superoxide 및

hydrogen peroxide 소거활성 역시 BGE 와 BGECS가 거의 동등

한 것으로 보아 흑삼에 존재하는 인삼사포닌이 활성을 나타내는

것으로 판단된다(Fig. 2-4). 특히 BGE 및 BGECS는 DPPH free

radical, nitrite, superoxide에 대해서는 비교적 높은 농도에서

소거활성을 나타냈지만, hydrogen peroxide에 대해서는 비교적

낮은 농도인 125 ㎍/㎖에서도 90% 정도 억제함을 관찰하여 여러

가지 산화성 물질 중에서도 hydrogen peroxide에 의해서 유도되

는 질병에 흑삼이 유효할 것으로 판단된다(Fig. 4).
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한편, 실제로 생체내에서 발생하는 산화성 물질인 peroxyl

radical, hydroxyl radical 및 peroxynitrite에 대한 개별적인 항산

화 활성을 검증하기 위해 Total oxy-radical scavenging capacity

(TOSC) 법을 이용하여 BGE 및 BGECS의 항산화 활성을 측정하

였다. 실험결과 peroxyl radical에 대해서 BGE는 양성대조군으로

사용한 생체내 강력한 항산화 물진인 GSH에 비해서는 약하였지

만 GSH의 50% 정도의 비교적 강한 항산화 활성을 나타내었다

(Table 5). 또한 BGE는 hydroxyl radicals에 대해서 양성대조군인

GSH에 비해서는 약하였지만, BGECS는 거의 동등한 수준의 항

산화 활성을 나타내었다(Table 5). 최근의 연구결과에 따르면

ginsenoside Rg3가 hydroxy radical에 대한 항산화 효과를 나타

낸다는 보고가 있다
30,31)

. 일반적으로 흑삼에는 홍삼에 비해서

ginsenoside Rg3의 함량이 10배 이상 증가되므로 BGE와 BGECS

가 hydroxyl radicals에 대해서 강한 항산화 활성을 나타낸다고

판단된다. 또한 흑삼의 사포닌인 BGECS는 흑삼 추출물인 BGE

에 비해서 강한 항산화 활성을 나타내는 것으로 보아 마찬가지

로 흑삼의 항산화 물질은 흑삼에 존재하는 인삼사포닌이라고 판

단된다.

한편, BGE 및 BGECS는 peroxynitrites에 대해서 양성 대조

군인 GSH에 비해서 강한 항산화 활성을 나타내었다(Table 5) 일

반적으로 체내에서 발생하는 활성산소와 관련된 대표적인 산화

성물질은 산소에서 유래된 singlet oxygen, superoxide radical,

과산화수소 (hydrogen peroxide), hydroxyl radical, peroxyl

radical, alkoxyl radical과 질소에서 유래된 nitric oxide와

peroxynitrite 그리고 myeloperoxidase에서 생성되는

hypochlorous acid 등이 있다. 이들 산화성 물질 중에서

superoxide radical과 nitric oxide는 반응성이 낮아 생체의 거대

분자를 산화시키는 능력은 낮으나 두 물질이 반응하여 생성되는

peroxynitrite는 매우 반응성이 강하여 세포에 독성을 유발한다

고 알려져 있다
32)

. 따라서 BGE 및 BGECS가 다른 여러 가지 산

화성물질보다 특히 peroxynitrites에 대한 소거활성이 강하다는

것은 아주 의미 있는 결과라 판단된다.

종합적으로 볼 때 흑삼은 인체 내에서 질병과 노화를 일으

키는 원인 물질인 활성산소에 대한 항산화 활성을 강하게 나타

냄을 관찰하였으며 향 후 보다 체계적인 연구를 통하여 작용기

전은 물론 흑삼을 다양한 형태의 건강기능식품으로 개발할 필요

가 있다고 판단된다.

결 론

흑삼을 제조하여 여러 가지 oxy-radicals에 대한 항산화 활

성을 측정하였던 바 다음과 같은 결론을 얻었다.

70% EtOH 흑삼추출물 (BGE)는 DPPH 라디칼 소거활성,

nitrite 소거활성, superoxide 소거활성 및 hydrogen peroxide 소

거활성을 나타내었다. 또한 TOSC 방법을 이용하여 생체내에서

발생하는 산화성 물질인 peroxyl radical, hydroxyl radical 및

peroxynitrite에 대해서 강한 항산화 활성을 나타내었다. 또한

70% EtOH 흑삼 조사포닌 (BGECS)이 BGE와 거의 동등하거나

강한 항산화 활성을 나타내는 것으로 보아 흑삼의 항산화 활성

을 나타내는 물질은 흑삼 중에 존재하는 ginsenosides일 것으로

판단된다. 특히 흑삼은 강력한 세포독성을 나타내는

peroxynitrites에 대해서 가장 강한 항산화 활성을 나타내었다.

이상의 결과로 부터 흑삼은 산화적 스트레스에서 기인하는

여러 가지 질환에 대해서 효과적일 것으로 판단되며 향 후 고부

가가치를 창출할 수 있는 자원으로서 농가소득 증대에도 큰 기

여를 할 수 있으리라 판단된다.
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