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추출용매에 따른 ACTS002의 항산화 활성
지표성분의 함량 비교
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ABSTRACT
Objectives: Samul-tang is commonly used to alleviate the side effects of chemotherapy. This study aimed to establish an

efficient method of extracting ACTS002 based on Samul-tang using the yield, high-performance liquid chromatography (HPLC),
and antioxidant assay.

Methods: ACTS002 was extracted from each extraction solvent, and the contents of 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde (5-HMF),
paeoniflorin, and ferulic acid were quantitatively analyzed and compared using HPLC. Moreover, the antioxidant activities of
ACTS002 were measured using total flavonoids, total phenolic compounds, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), and Ferric reducing/antioxidant power (FRAP).

Results: All of the components were set as the index contents because they were easy to process. The antioxidant activity
of total flavonoids was the highest in 70% ethyl alcohol extracts, and total phenolic compounds were the highest in 50% ethyl
alcohol extracts. In DPPH, 50% ethyl alcohol extracts showed the highest activity, and in ABTS 70% ethyl alcohol extracts
were the highest. In FRAP, 70% ethyl alcohol extracts showed the highest activity.

Conclusions: ACTS002 can control quality by setting 5-HMF, paeoniflorin, and ferulic acid as the index contents. The
antioxidant activity measurement was relatively high in the 50% and 70% ethyl alcohol extracts. Our results can predict the
possibility of a pharmacological activity and the standardization of ACTS002.
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Ⅰ. 서 론

지난 수십년 간 과학기술의 발 과 더불어 암치

료법은 화학요법, 수술요법, 방사선요법 등 다양하

게 개발되고 발 되어 왔다. 하지만 인구의 노령화

와 산업화로 인한 환경오염 잘못된 식이 습

등으로 인해 암의 발생은 계속 증가되고 있으며

이에 따라 조 , 소화, 면역계통의 생리 기능을

방해하는 항암치료의 부작용도 증가되고 있다1-3.

이러한 문제 을 해결하기 해 부작용이 은 천

연물을 이용하여 항암치료의 부작용을 억제하려는

노력이 증가하고 있다4. 항암치료의 부작용에 한

표 인 처방이 사물탕이다. 사물탕은 허증을

치료하는데 주로 처방되며5 가감 가미를 통하여
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환자에 따라 다르게 처방된다. 최근 연구동향으로

는 항 스트 스 효과6, 방사선 장해에 한

방호효과7, 항암효과8, 자궁, 심장, 간장, 비장 등의

면역기능 증진9에 한 것들이 있다.

사물탕 처방 약재 지황(地黃, Rehmannia

glutinosa Liboschitz)은 삼과에 속하는 다년생

본으로 수치법에 따라 생지황, 건지황으로 나

며 특히 증숙하여 구 구포한 것을 숙지황이라 한

다10. 지황에는 stigmasterol, campesterol, sitosterol,

catalpol, manninotriose 등 다양한 성분들이 함유되

어 있으며11 숙지황의 경우에는 증숙하는 과정에서

5-Hydroxymethyl-2-furaldehyde(5-HMF)가 생성되

고 iridoid 배당체들이 분해되어 약리활성이 바

다. 숙지황은 보 의 효능이 있으며 생리불순, 발육

부진, 치매 등에 처방된다12. 백작약(白芍藥, Paeonia

lactifloraPallas)은 미나리아재비과에 속한 다년생

본으로 작약의 뿌리를 건조한 것이다. 가공방법에

따라 박백작, 천백작, 항백작 등으로 분류할 수 있다13.

백작약은 monoterpene glucoside계열인 paeoniflorin

albiflorin, 탄닌, 페놀산 등이 지표성분 유효

성분으로서 알려져 있다14. 통 으로 진통, 복통,

진경, 고 압, 부인약 염증 치료제로 처방되어 왔

으며 항 작용15, 항산화 작용16, 항고지 작용17

등이 보고되어 있다. 천궁(川芎, Cnidium officinale

Makino)은 미나리과에 속하는 다년생 본으로 뿌

리나 근경을 건조한 후 얇게 세 하여 사용된다18.

천궁에 한 효능 연구는 최근 항 형성19, 항산

화 활성20, 뇌질환 련 효능21 등이 진행되어 있고

성분 으로는 sedanic acid, safrol 같은 정유성분이

많이 알려져 있다. 그 ligustilide가 함유량이 가

장 높으며20,22 항진균작용이 보고되어 있다23. 당귀

(當歸, Angelica gigas Nakai)는 미나리과에 속하는

다년생 본으로 뿌리를 사용한다24. 유효성분으로

는 β-sisterol, α-pinene, limonene, nodakenetin,

nodakenin, umbelliferone, decursin, decursinol, angelate

등이 보고되어 있으며25 면역기능 활성, 항염증, 항

산화, 항종양, 항균, 조 작용증진, 액순환계 개

선 등의 효능들이 연구되어 있다26.

본 연구에서는 사물탕을 기반으로 가미되어진 처

방(ACTS002)을 이용하여 생리활성을 확인하고자 하

으며 동일한 처방이라도 추출법에 따라 유효성은

충분히 차이가 있을 수 있기 때문에27 그에 한 추출

용매별 효능 지표성분을 비교하여 효율 인 추출

법을 정립하고 표 화의 기틀을 마련하고자 하 다.

Ⅱ. 재료 방법

1. 시약 기기

5-HMF, Paeoniflorin, Ferulic acid, Quercetin,

Folin & Ciocalteu’s phenol reagent, Gallic acid,

(±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chromane-2-car

boxylic acid(Trolox), 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline

-6-sulfonic acid) diammonium salt(ABTS), Potassium

persulfate, 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine(TPTZ),

FeCl3⋅6H2O는 SIGMA-ALDRICH사(미국, 뉴 지),

Methyl alcohol(MeOH), Acetonitrile(ACN), Sodium

Hydroxide(NaOH)는 Honeywell사(미국, 뉴 지),

Ethyl alcohol anhydrous(EtOH), Acetic acid, Diethylene

glycol, Sodium carbonate anhydrous(Na2CO3), Methyl

alcohol(MeOH)은 정화 사(한국, 시흥), 2,2-Diphenyl

-1-picrylhydrazyl(DPPH)은 ALFA AESAR사(미

국, 메사추세츠), Hydrochloric acid(HCl)는 삼 순

약공업(한국, 평택)에서 구입하여 사용하 다. 감압농

축기는 EYELA사(일본, 도쿄)의 N-2110, 동결건조기

는 일신바이오베이스사(한국, 양주)의 Lyoph-Pride03,

High performance liquid chromatography(HPLC)

는 Shimadzu사(일본, 교토)의 LC-20A, CBM-20A,

LC-20AT, SIL-20AC, CTO-20AC, DGU-20A5R,

SPD-M20A, LC-PDA, Incubator는 제이오텍사(한

국, )의 IB-01E, Microplate reader는 Biotek사

(미국, 버몬트)의 EPOCH2 기기를 사용하 다.

2. 약 재

그린명품제약(한국, 남양주)에서 모든 약재를 구
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입하 으며 매사의 감별 원회에서 검증받았다.

3. 추출물 제조

ACTS002의 구성 약재인 숙지황, 백작약, 천궁,

당귀를 각각 분말화하고, 각 약재 분말을 1 : 1 : 1

: 1의 비율로 총 20 g을 칭량하여 비하 다. 약

재 총량의 10배인 200 ml의 증류수, 30%, 50%,

70%, 100% 주정을 가하여 각각 3시간 이상 환류

추출하 다. 추출 후 증류수 추출물은 여과하여 냉

동실에 비동결 하 고, 주정 추출물은 각각 여과

하여 감압농축한 후 200 ml의 증류수로 녹여내어

냉동실에 비동결 하 다. 비동결 후 약 140시

간 동안 동결건조 하 고, 완료된 동결건조 분말을

실험 직 까지 냉동 보 하 다.

4. 수 율

ACTS002의 추출용매별 수율을 확인하기 해

보 용기 5개의 무게를 각각 측정하여 비하 다.

동결건조가 완료된 분말을 보 용기에 담고 각각

의 무게를 다시 측정하여 측정한 무게 차이의 비

교로 수율을 확인하 다.

5. 정량분석

1) 5-HMF

분석물질인 ACTS002의 증류수, 30%, 50%, 70%,

100% 주정 추출물 동결건조 분말을 각각 1.034,

1.024, 1.046, 1.010, 1.018 mg/ml의 농도로 70%

MeOH에 녹 으며, 5-HMF 표 품은 0.625, 1.25,

2.5, 5, 10 μg/ml의 농도로 MeOH에 녹여 비하

다. 분석조건은 5% ACN을 유속 1 ml/min으로 하

고, 컬럼은 Agilent사의 C18 ODS 25 cm * I.D

5.0 μm(미국, 캘리포니아)를 사용하 으며 25 ℃를

유지하 다. 분석 장은 280 nm으로 표 품의 분

석결과를 표 곡선으로 그린 후, 표 곡선의 방정

식에 표 품의 peak와 Retention time(RT) 값이

같은 분석물질의 peak 면 값을 입하여 결과

값을 구하 다. 같은 조건으로 3번씩 반복하여 분

석하고, 결과 값의 표 편차를 계산하여 오차범

를 구하 다.

2) Paeoniflorin

분석물질인 ACTS002의 증류수, 30%, 50%, 70%,

100% 주정 추출물 동결건조 분말을 5-HMF 분석

과 동일한 농도로 비하 다. Paeoniflorin 표 품

은 1.25, 2.5, 5, 10, 20 μg/ml의 농도로 50% MeOH

에 녹여 비하 다. 이동상은 Water (A)와 ACN

(B)를 사용하여 (A)/(B)=90/10(0분)→(A)/(B)=

90/10(15분)→(A)/(B)=80/20(30분)→(A)/(B)=

65/35(45분)→(A)/(B)=0/100(46분)→(A)/(B)=

0/100(56분)→(A)/(B)=90/10(57분)→(A)/(B)=

90/10(72분)의 기울기 용매조건으로 흘려주었다.

유속은 1 ml/min, 컬럼은 Agilent사의 C18 ODS 25 cm

* I.D 5.0 μm, 컬럼온도는 35 ℃, 주입량은 20 μl,

장은 230 nm의 조건으로 분석하 다. Paeoniflorin

의 결과 값과 오차범 는 5-HMF 분석과 동일한

방법으로 구하 다.

3) Ferulic acid

Ferulic acid 표 품은 0.27, 0.54, 1.08, 2.16, 4.32

μg/ml의 농도로 70% EtOH에 녹여 비하 다.

이동상은 1% Acetic acid(80%) (A)와 1% Acetic

acid가 첨가된 ACN(20%) (B)를 사용하여 (A)/(B)

=85/15(0분)→(A)/(B)=85/15(20분)→(A)/(B)

=0/100(30분)→(A)/(B)=0/100(40분)→(A)/(B)

=85/15(45분)→(A)/(B)=85/15(60분)의 기울기 용

매조건으로 흘려주었다. 유속은 1 ml/min, 컬럼은

Agilent사의 C18 ODS 25 cm * I.D 5.0 μm, 컬럼온

도는 35 ℃, 주입량은 20 μl, 장은 280 nm의 조건

으로 분석하 다.

6. 항산화 활성

1) Total flavonoids

총 라보노이드 함량은 Davis 변법28을 응용하

여 측정하 다. 검액인 ACTS002의 증류수, 30%,

50%, 70%, 100% 주정 추출물 동결건조 분말을 모

두 0.25, 0.5, 1 mg/ml의 농도로 희석하여 비하
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다. 검액 100 μl와 Diethyleneglycol 1 ml를 혼합하

고, 혼합액에 증류수를 이용하여 제조한 1N NaOH

100 μl를 첨가하여 Vortex로 충분히 혼합한 후 35 ℃

Incubator에서 1시간 반응시켰다. Microplate reader

를 이용하여 415 nm에서 흡 도를 측정하 다. 표

물질로 Quercetin을 1.95, 3.91, 7.81, 15.63, 31.25,

62.50, 125.00, 250.00, 500.00, 1000.00 μg/ml의 농도

로 희석하여 사용하 고, 각각의 흡 도를 측정하

여 표 곡선을 그렸다. 검액의 흡 도 값을 표 곡

선에 입하여 총 라보노이드 함량을 계산하

다. 표 곡선의 R2 값은 0.95 이상을 유효 값으로

설정하 다.

2) Total phenolic compounds

총 페놀화합물 함량은 Kim 등의 방법29을 응용

하여 측정하 다. 검액인 ACTS002의 증류수, 30%,

50%, 70%, 100% 주정 추출물 동결건조 분말은 총

라보노이드 함량 측정과 동일한 농도로 비하

다. 검액 50 μl와 증류수를 이용하여 제조한 2%

Na2CO3 1 ml를 혼합한 후 2분간 반응시켰다. 혼합

액에 50% Folin & Ciocalteu’s phenol reagent 50 μl

를 첨가하여 Vortex로 충분히 혼합한 후 실온에서

30분간 반응시켰다. Microplate reader를 이용하여

750 nm에서 흡 도를 측정하 다. 표 물질로 Gallic

acid를 1.95, 3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.50, 125.00,

250.00 μg/ml의 농도로 희석하여 사용하 고, 각각

의 흡 도를 측정하여 표 곡선을 그렸다. 총 페놀

화합물 함량은 총 라보노이드 함량 측정과 동일

한 방법으로 계산하 다.

3) DPPH

DPPH 라디칼 소거 활성은 안정한 자유 라디칼

인 DPPH를 이용하여 검액과의 반응에 의하여

DPPH 라디칼이 감소하는 정도를 측정하여 간

으로 항산화 활성을 측정하는 방법이다. 검액인

ACTS002의 증류수, 30%, 50%, 70%, 100% 주정

추출물 동결건조 분말은 총 라보노이드 함량 측

정과 동일한 농도로 비하 다. 검액 100 μl와

EtOH을 이용하여 0.5 mg/ml의 농도로 제조한

DPPH 용액 100 μl를 혼합한 후 35 ℃ Incubator에

서 30분간 반응시켰다. Microplate reader를 이용하

여 540 nm에서 흡 도를 측정하 다. 다음 식을

이용하여 자공여능을 계산하 다.

Electron Donating Ability(EDA)(%)

=[(음성 조군의 흡 도-검액의 흡 도)/음성

조군의 흡 도]×100

4) ABTS

ABTS 라디칼 소거 활성은 Trolox와 비교하여

ABTS+ 라디칼을 소거하는 상 인 항산화력을

측정하는 방법이다. 검액인 ACTS002의 증류수,

30%, 50%, 70%, 100% 주정 추출물 동결건조 분말

은 총 라보노이드 함량 측정과 동일한 농도로

비하 다. 증류수를 이용하여 제조한 7.4 mM ABTS

와 EtOH를 이용하여 제조한 2.6 mM Potassium

persulfate를 동량 혼합한 후 암상태의 실온에서 12

시간 반응시켜 ABTS+를 형성시켰다. Microplate

reader를 이용하여 750 nm에서 흡 도를 측정하여

값이 1.1±0.02가 되도록 MeOH로 희석하 다. 희석

액 190 μl와 검액 10 μl를 Vortex로 충분히 혼합한

후 암상태의 실온에서 2시간 반응시켰다. Microplate

reader를 이용하여 750 nm에서 흡 도를 측정하

다. 표 물질로 Trolox를 1.95, 3.91, 7.81, 15.63, 31.25,

62.50, 125.00, 250.00, 500.00 μg/ml의 농도로 희석하

여 사용하 고, 각각의 흡 도를 측정하여 표 곡

선을 그렸다. ABTS 라디칼 소거 활성은 총 라보

노이드 함량 측정과 동일한 방법으로 계산하 다.

5) Ferric reducing antioxidant power(FRAP)

FRAP는 낮은 pH에서 환원제에 의해 ferric

tripyridyltriazine(Fe3+-TPTZ) 복합체가 ferrous

tripyridyltriazine(Fe2+-TPTZ)으로 환원될 때 흡

도 변화를 측정하여 항산화력을 측정하는 방법이

다. 검액인 ACTS002의 증류수, 30%, 50%, 70%,

100% 주정 추출물 동결건조 분말은 총 라보노이

드 함량 측정과 동일한 농도로 비하 다. 증류수

를 이용하여 제조한 300 mM Acetate buffer, 40

mM HCl을 이용하여 제조한 10 mM TPTZ와 증
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류수를 이용하여 제조한 20 mM FeCl3⋅6H2O 용

액을 비하여 10 : 1 : 1 비율로 혼합한 후 35 ℃

Incubator에서 사용 직 까지 보 하 다. 혼합액

190 μl와 검액 10 μl를 Vortex로 충분히 혼합한 후

암상태의 실온에서 30분간 반응시켰다. Microplate

reader를 이용하여 593 nm에서 흡 도를 측정하

다. 표 물질로 Trolox를 ABTS 라디칼 소거 활성

측정과 동일한 농도로 사용하 고, 각각의 흡 도를

측정하여 표 곡선을 그렸다. FRAP 활성은 총 라

보노이드 함량 측정과 동일한 방법으로 계산하 다.

7. 통 계

본 연구 결과의 통계 유의성 검증은 IBM SPSS

Statistics 22 로그램을 사용하여 ANOVA two-sided

Student t-test법으로 p값을 구하 고, p<0.05일

때 유의한 것으로 정하 으며, 결과는 평균±표

편차로 나타내었다.

Ⅲ. 결 과

1. 수 율

ACTS002의 추출용매별 수득량은 증류수 6.5 g,

30% 주정 7.5 g, 50% 주정 7.2 g, 70% 주정 6.7 g,

100% 주정 3.8 g이었다. 각각의 수율을 계산하면

32.5, 37.5, 36.0, 33.5, 19.0%으로 100% 주정 추출물

을 제외하고는 비슷한 정도를 나타내었다(Fig. 1).

Fig. 1. Comparison of yield by the extraction solvents.

EtOH : Ethyl alcohol
The yield was calculated by freezen drying after
extraction.

2. 정량분석

1) 5-HMF

숙지황의 지표성분인 5-HMF는 분석결과 표 곡

선의 R2 값이 1.000으로 높은 직선성을 보 으며, 표

품과 분석물질이 동일 시간 에서 peak를 나타내었

다(Fig. 2 (A)). 증류수 추출물의 경우 1.55±0.00 μg/g

의 함량을 보 으며, 주정 추출물은 주정의 함량에 따

라 각각 30%는 1.31±0.00 μg/g, 50%는 1.37±0.00 μg/g,

70%는 1.37±0.01 μg/g, 100%는 2.64±0.00 μg/g의 값

으로 100% 주정 추출물이 가장 높은 함량을 나타

내었다(Fig. 2 (B)).

Fig. 2. Analysis of 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyde
content in ACTS002 by high performance
liquid chromatography.

EtOH : Ethyl alcohol
(A) high performance liquid chromatography
chromatogram of 100% EtOH (a), 70% EtOH
(b), 50% EtOH (c), 30% EtOH (d), pure water
(e) extraction of ACTS002 and 5-Hydroxymethyl-
2-furaldehyde standard (f).
(B) comparison of 5-Hydroxymethyl-2-furaldehyde
content of each extraction solvents.
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2) Paeoniflorin

백작약의 지표성분인 Paeoniflorin은 분석결과

표 곡선의 R2 값이 0.991로 높은 직선성을 보 으

며, 표 품과 분석물질이 동일 시간 에서 peak를

나타내었다(Fig. 3 (A)). 증류수, 30%, 50%, 70%,

100% 주정 추출물 각각의 성분함량은 6.62±0.01,

7.56±0.10, 7.04±0.01, 8.26±0.01, 16.03±0.60 μg/g의 값

으로 100% 주정 추출물이 가장 높은 함량을 나타

내었다(Fig. 3 (B)).

Fig. 3. Analysis of paeoniflorin content in ACTS002
by high performance liquid chromatography.

EtOH : Ethyl alcohol
(A) high performance liquid chromatography
chromatogram of 100% EtOH (a), 70% EtOH
(b), 50% EtOH (c), 30% EtOH (d), pure water
(e) extraction of ACTS002 and paeoniflorin
standard (f).
(B) comparison of paeoniflorin content of each
extraction Solvents.

3) Ferulic acid

천궁의 지표성분인 Ferulic acid는 분석결과 표

곡선의 R2 값이 1.000으로 높은 직선성을 보 으

며, 표 품과 분석물질이 동일 시간 에서 peak를

나타내었다(Fig. 4 (A)). 증류수, 30%, 50%, 70%,

100% 주정 추출물 각각의 성분함량은 0.36±0.00,

0.47±0.00, 0.43±0.00, 0.51±0.00, 1.20±0.00 μg/g의 값

으로 100% 주정 추출물이 가장 높은 함량을 나타

내었다(Fig. 4 (B)).

Fig. 4. Analysis of ferulic acid content in ACTS002
by high performance liquid chromatography.

EtOH : Ethyl alcohol
(A) high performance liquid chromatography
chromatogram of 100% EtOH (a), 70% EtOH
(b), 50% EtOH (c), 30% EtOH (d), pure water
(e) extraction of ACTS002 and ferulic acid
standard (f).
(B) comparison of ferulic acid content of each
extraction Solvents.

3. 항산화 활성

1) Total flavonoids

Quercetin 표 곡선의 R2 값은 0.99를 나타내어 직

선성을 보이므로 유효 값으로 인정하 다. 검액의 흡

도 값을 표 곡선에 입하여 계산한 결과 0.25, 0.5,

1 mg/ml의 농도별로 증류수 8.56±1.92, 31.89±1.92,
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79.67±0.00, 30% 주정 18.56±1.92, 48.56±3.85, 106.33±0.00,

50% 주정 18.56±1.92, 53.00±0.00, 110.78±1.92, 70%

주정 21.89±1.92, 58.56±3.85, 124.11±1.92, 100% 주정

9.67±3.33, 36.33±0.00, 84.11±1.92의 값을 나타내었다

(Fig. 5 (A)). 총 라보노이드 측정치가 가장 높

은 것은 70% 주정 추출물이고, 가장 낮은 것은 증

류수 추출물이었다.

2) Total phenolic compounds

Gallic acid 표 곡선의 R2 값은 0.99를 나타내어

직선성을 보이므로 유효 값으로 인정하 다. 검액의

흡 도 값을 표 곡선에 입하여 계산한 결과 0.25,

0.5, 1 mg/ml의 농도별로 증류수 6.88±1.65, 16.04±0.36,

33.96±0.95, 30% 주정 10.42±1.80, 22.71±0.36, 48.13±0.00,

50% 주정 11.67±1.30, 24.58±0.95, 48.54±0.36, 70%

주정 11.46±1.44, 23.75±0.63, 50.83±0.36, 100% 주정

8.54±1.30, 17.50±1.08, 38.54±0.36의 값을 나타내었다

(Fig. 5 (B)). Gallic acid에 비한 총 페놀화합물

함량은 50% 주정 추출물이 가장 높았고, 증류수

추출물이 가장 낮았다.

3) DPPH

음성 조군과 검액의 흡 도 값을 자공여능

식에 입하여 계산한 결과 0.25, 0.5, 1 mg/ml의

농도별로 증류수 13.36±1.60, 28.67±1.43, 71.90±0.37,

30% 주정 3.20±1.01, 27.06±0.59, 76.85±0.24, 50% 주정

9.97±1.36, 37.91±1.04, 84.43±0.27, 70% 주정 2.04±1.24,

29.70±0.45, 74.34±0.40, 100% 주정 -9.85±1.80, 13.17±0.94,

46.34±0.99의 값을 나타내었다(Fig. 5 (C)). 자공

여능이 가장 높은 것은 50% 주정 추출물이고, 가

장 낮은 것은 100% 주정 추출물이었다.

4) ABTS

Trolox 표 곡선의 R2 값은 0.97을 나타내어 직선

성을 보이므로 유효 값으로 인정하 다. 검액의 흡

도 값을 표 곡선에 입하여 계산한 결과 0.25,

0.5, 1 mg/ml의 농도별로 증류수 1.57±1.57, 33.74±0.43,

89.10±3.15, 30% 주정 7.51±2.89, 40.55±5.00, 109.97±1.81,

50% 주정 7.51±1.33, 45.04±2.72, 118.23±0.50, 70%

주정 9.25±5.19, 50.84±3.90, 129.10±1.81, 100% 주정

3.45±2.39, 31.42±3.38, 84.17±3.79의 값을 나타내었다

(Fig. 5 (D)). ABTS 라디칼 소거 활성은 70% 주

정 추출물이 가장 높았고, 100% 주정 추출물이 가

장 낮았다.

5) FRAP

Trolox 표 곡선의 R2 값은 0.98을 나타내어 직

선성을 보이므로 유효 값으로 인정하 다. 검액의

흡 도 값을 표 곡선에 입하여 계산한 결과 0.25,

0.5, 1 mg/ml의 농도별로 증류수 17.36±0.98, 36.72±0.21,

76.30±0.56, 30% 주정 22.26±0.56, 46.30±1.29, 91.12±0.86,

50% 주정 22.18±0.25, 46.72±0.37, 96.72±1.28, 70%

주정 22.75±0.33, 48.85±0.00, 96.30±0.37, 100% 주정

16.87±0.25, 36.79±0.12, 75.23±0.43의 값을 나타내었

다(Fig. 5 (E)). FRAP 활성이 가장 높은 것은 70%

주정 추출물이고, 가장 낮은 것은 100% 주정 추출

물이었다.
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Fig. 5. Antioxidative activities of ACTS002.

EtOH : Ethyl alcohol
(A) total flavonoids, (B) total phenolic compounds, (C) 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, (D) 2,2’-Azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt, (E) ferric reducing antioxidant power
Antioxidant experiments were expressed as equivalents for each control group (Mean±SD).
Statistically significant value increased with concentration in ANOVA two-sided test (†: p<0.05).
Statistically significant value compared with Pure water group by Student t-test (* : p<0.05, ** : p<0.01, *** :
p<0.001).

Ⅳ. 고 찰

한방에서 가장 많이 사용되는 제형은 탕약이다30.

통 으로 주수상반 등 알코올이 첨가되어 열을

가하는 방법들이 있지만 부분은 그냥 물을 이용

한 열수추출이다. 열수추출은 유기용매를 사용하지

않기 때문에 안 하며 이 때문에 보편 으로 사용

되고 있다. 하지만 한약재의 종류에 따라 합한

유기용매를 사용하면 물에서 추출되지 않는 유효

성분을 더 추출할 수 있으며31 반 로 물에서 추출

되는 무효물질들의 양을 일 수도 있다. 이에 본

연구에서는 ACTS002의 효율 인 추출법을 정립하

기 하여 추출용매에 따른 수율을 계산하 고,

5-HMF, Paeoniflorin, Ferulic acid를 정량분석 하
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으며, Total flavonoids, Total phenolic compounds,

DPPH, ABTS, FRAP를 이용하여 항산화 활성을

측정하 다.

추출용매별로 수율에서 차이를 보 다. 100% 주

정 추출물을 제외한 나머지는 수율이 유의 인 차

이가 있지는 않았으나 100% 주정 추출물은 수율이

19%로 가장 낮게 나타났다. 최 등은 사물탕을 약

재별로 물과 주정으로 추출한 경우 숙지황만 수율

의 차이를 보이고 나머지 백작약, 천궁, 당귀는 수

율의 차이를 보이지 않는다고 보고하 다32. 추출용

매에 따라 수율의 차이가 있는 것으로 보아 숙지

황에 비극성 성분보다 극성 성분이 다량 포함되어

있는 것으로 보여지며, 본 연구의 수율의 차이도

숙지황 배합된 약재의 향이 있을 것으로 사

료된다.

5-HMF 정량분석 결과 100% 주정, 증류수 추출

물 순으로 함량이 높지만, ACTS002의 총량 20 g

기 으로 총 함량을 계산했을 때 증류수 추출물이

10.075 μg/6.5 g, 100% 주정 추출물이 10.032 μg/3.8 g

으로 비슷한 함량을 보 다. 이 결과는 5-HMF의

추출 함량에는 차이가 없고, 이외의 성분들에 차이

가 있는 것으로 보여진다. 김 등은 숙지황에 5-HMF

가 0.84 mg/g이 함유되어 있다고 하 다33. 본 연구

에서 이보다 훨씬 은 량의 5-HMF가 추출되었지

만 지표성분으로서 분석하기에는 무리가 없는 충

분한 량이었으며, 추출용매와 추출시간 등의 차이

에 의해 이러한 결과가 보여진 것으로 사료된다.

Paeoniflorin 정량분석 결과 100% 주정, 70% 주정

추출물 순으로 g당 함량이 높지만 약 2배 정도 차

이를 보 고, 증류수 추출물이 g당 함량이 가장 낮

았다. ACTS002의 총량 20 g 기 으로 총 함량을

계산했을 때 100% 주정 추출물이 60.914 μg/3.8 g,

증류수 추출물이 43.03 μg/6.5 g이었다. 이 결과는

Paeoniflorin의 추출은 비극성 용매에서 용이한 것으

로 보여진다. 다만, 증류수와 주정을 혼합한 추출물

은 비극성 용매의 비율이 높아질수록 Paeoniflorin의

함량이 비례하여 증가하지 않았다. 사물탕에서는

Paeoniflorin이 19.4±0.41 μg/g이 함유되어 있다는

연구 결과가 있다34. 본 연구에서의 함량을 비교했을

때 비슷한 정도로 올바르게 추출되었음을 확인할

수 있었다. Ferulic acid 정량분석 결과 Paeoniflorin

과 동일하게 비극성 용매에서 추출이 용이한 것으

로 보여지고, 증류수와 주정을 혼합한 추출물은 비

극성 용매의 비율이 높아질수록 Ferulic acid의 함

량이 비례하여 증가하지 않았다. 총 세 가지의 정

량분석을 통하여 100% 주정으로 추출했을 때 지표

성분의 함량이 높은 것으로 나타났다.

총 라보노이드 함량을 측정한 결과 70% 주정,

50% 주정 추출물 순으로 함량이 높았고, 농도 의

존 으로 증가하는 것을 확인하 다. 총 페놀화합

물 함량을 측정한 결과 50% 주정, 70% 주정 추출

물 순으로 함량이 높았고, 농도 의존 으로 증가하

는 것을 확인하 다. DPPH 라디칼 소거 활성을

측정한 결과 50% 주정, 30% 주정 추출물 순으로

활성이 높았고, 농도 의존 으로 증가하는 것을 확

인하 다. 당귀, 천궁, 백작약을 동일 무게 비율로

혼합하여 열수추출한 생약복합물 HIM-1은 100,

200, 400 μg/ml의 농도에서 각각 24.3, 43.4, 72.5%

의 자공여능을 나타냈다는 연구 결과가 있다35.

생약복합물 HIM-1은 ACTS002의 증류수 추출물

보다 높은 자공여능을 나타내는데, 이는 약재의

총량 추출 시간, 배합조건 등의 차이에서 나타

나는 결과로 보여진다. ABTS 라디칼 소거 활성을

측정한 결과 70% 주정, 50% 주정 추출물 순으로

활성이 높았고, 농도 의존 으로 증가하는 것을 확

인하 다. FRAP를 이용하여 항산화 활성을 측정

한 결과 70% 주정, 50% 주정 추출물 순으로 활성

이 높았고, 농도 의존 으로 증가하는 것을 확인하

다.

페놀류와 라보노이드류는 식물에 함유되어 있

는 페놀성 화합물로 항산화, 항균, 항알러지 등의

효과가 있는 것으로 알려져 있으므로36, 항산화 활

성을 측정하는데 이용되고 있다. DPPH 라디칼 소

거 활성은 비교 안정한 자유 라디칼인 DPPH가
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환원되면서 흡 도가 변화하는 원리를 이용한 방

법으로, 천연물 추출물의 항산화 활성을 측정하는

데 많이 이용되고 있다37. ABTS 라디칼 소거 활성

은 ABTS+가 환원되면 투명색으로 가까워지면서

흡 도가 변화하는 원리를 이용한 방법이다. FRAP

는 낮은 pH에서 Fe3+가 환원되면서 흡 도가 변화

하는 원리를 이용한 방법으로, 주로 청의 항산화

력 측정에 사용되며 간단하고 단시간 내에 측정이

가능하지만 다른 방법에 비해 정확도가 상 으

로 떨어진다. 이러한 기법으로 항산화 활성을 비교

한 결과 50% 주정과 70% 주정으로 추출했을 때

항산화 활성이 상 으로 높은 것을 확인하 다.

항산화 활성은 생리활성의 정도를 측할 수 있는

활성물질의 확인시험으로 와 같은 결과를 보았

을 때 ACTS002는 농도 의존 인 생리활성을 가진

다. 본 연구에서는 ACTS002를 50%와 70% 주정으

로 추출하는 것이 유효성 면에서 가장 효율 인

것을 확인할 수 있었다. 한 이 게 추출하 을

때 해당 약재들의 지표성분을 분석하기에 문제가

없음을 확인할 수 있었다.

ACTS002의 유효물질 그에 해당하는 분획의

연구 등을 추가로 진행하여 유효성을 더 높힐 필

요가 있다. 본 연구에서 진행된 항산화 활성은

세포실험 는 동물실험 차원에서의 실험이 아니

므로 임상 용하기에 한계가 있다. 이에 추가 으

로 세포실험과 동물실험을 진행하여 세부 인 효능

과 그에 해당하는 기 에 한 연구가 필요하다. 추

가 인 연구들이 지속 으로 진행된다면 ACTS002

는 한방산업에서 검증된 약이 될 수 있을 것이며

이러한 움직임으로 우리 통 인 한약이 표 화,

과학화로 나아가게 되기를 기원한다.
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