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ABSTRACT

Objectives� :� Aquilaria� crassna� is� a� traditional� herbal� medicine,� which� is� used� to� treat� allergies,� diabetes,� neurological�

diseases.� Recently,� Aquilaria� crassna� extracts� have� been� reported� in� anti-bacterial� and� anti-inflammatory� activities.� In�

this� study,� various� solvents� fraction� of� Aquilaria� crassna� were� investigated� on� various� physiological� activities.

Methods� :� According� to� the� polarity,� the� solvents� fraction� of� Aquilaria� crassna� were� confirmed� through� TLC,� and� the�

activities� of� the� extracts� were� confirmed� in� anti-diabetes,� anti-obesity,� whitening,� anti-gout,� and� anti-inflammation.

Results� :� TLC� results� showed� that� ACM� and� ACM/E� have� similar� patterns� and� most� of� the� components� were� transferred�

to� ACM/E.� Treatment� with� ACM� and� ACM/E� fraction� were� significantly� decreased� the� generation� of� NO� � in�

lipopolysaccharide� (LPS)-stimulated� macrophage� cells.� Analysis� of� biological� activities� such� as� α-glucosidase,� protein�

tyrosine� phosphatase� (PTP1B),� tyrosinase,� xanthine� oxidase� (XO)� and� pancreatic� lipase� inhibition,� � showed� that� ACM�

and� ACM/E� have� more� inhibitory� effects� than� other� fractions.
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Conclusions� :� Therefore,� the� results� of� the� present� study� clearly� demonstrate� that� Aquilaria� crassna� and� its� constituents�

might� be� beneficial� in� the� prevention� or� treatment� of� immune-regulating� effects.

Key� words� :� Aquilaria� crassna,� Biological� activity,� immunomodulatory� activity.

Ⅰ. 서론1)

  현재 수명의 증가와 사회, 경제적인 발전, 서구화된 

생활 등에 의해서, 전 세계적으로 비만 인구가 증가하

고 있으며, 비만의 심각성에 대한 관심도 높아지고 있

다1). World Health Organization (WHO)은 비만을 고

혈압, 당뇨병 등과 같이 만성 질환으로 규정하고, 하나

의 질병으로 접근하는 인식체계의 전환을 요구하고 있

다2,3). 더불어, 외부환경에 대한 생체 방어 기능으로 면

역력 증진에 많은 관심이 쏟아지고 있으며, 이에 많은 

연구가 다양한 생리활성 및 면역조절을 통한 다양한 효

능이 입증된 소재 발굴의 연구로 이어지고 있다4).

  바이러스, 박테리아, 기생충과 같은 병원체에 감염된 

비정상세포를 제거하거나 복구하기 위한 가장 중요한 

면역반응은 대식세포 (macrophage), 자연 살해 세포 

(natural killler cells) 및 림프구 (lymphocytes) 등과 같

은 면역 세포의 활성화가 필수적이다5,6). 특히, 대식세

포는 식작용 (phagocytosis)을 강화하고, 산화질소 

(nitric oxide, NO) 및 다양한 염증성 cytokine을 생성

하여 면역반응을 활성화에 중요한 역할을 한다7,8). 또한 

당뇨병 증상 완화와 관련하여 인슐린 저항성에 관련된 

α-glucosidase와 protein tyrosine phosphatase 1B 

(PTP1B)가 세포 내 신호와 신진대사에 있어 중요한 신

호전달 조절인자로 알려져 있다9-11). 

  침향 (沈香)은 팥꽃나무과 (Thymelaeaceae)에 속하는 

침향나무 (Aquilaria spp.)의 수지가 심재 부위에 침착

하여 형성된 방향성 수지질의 상록성 교목으로 인도, 

베트남, 라오스, 중국 등의 동남아시아 지역에 분포한다
12). 침향은 나무의 물리적 손상 또는 미생물 감염에 대

한 방어 기전으로 자연적으로 생성되며, 한국, 중국, 일

본 등에서는 예로부터 피부 소양, 복통, 천식 등의 치료

에 사용되어 왔으며, 진정, 건위, 소화불량, 식욕부진 등

에 전통 약재로 사용되고 있다13,14). 최근 연구들에서 침

향 추출물 또는 구성 성분들은 항산화, 항염증, 항암, 

항허열, 항진균, 항박테리아, 항당뇨, 간 기능 개선 등과 

같은 약리학적 효능이 있음이 추가로 보고되고 있다
15-20). 많은 선행 연구에서 침향이 면역계 관련 질환에 

대한 개선 효과가 보고된 바 있으나, 면역 증진 및 다

른 생리 활성에 대한 연구는 여전히 미비한 실정이다

이에 본 연구에서는 침향의 약리학적 효능의 재평가와 

기전 연구의 연속적인 수행을 위하여 침향 추출물의 기

능성 평가를 실험하였다. Murine macrophage RAW 

264.7 cell line을 대상으로 세포 생존율, NO 생성능, 

NO 생성 억제능을 분석하였다. 또한 침향 추출물의 일

반적인 생리활성 기능 평가를 위해, α-glucosidase, 

protein tyrosine phosphatase, tyrosinase, xanthine 

oxidase, pancreatic lipase의 억제능을 확인하였기에 그 

결과를 보고하고자 한다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 침향의 추출물 제조

  건조된 145g의 침향 (Aquilaria crassna)을 잘게 분쇄

한 후, 100% methanol (MeOH) 1.5 L로 실온에서 24

시간 동안 3회 추출하였다. 추출한 MeOH 추출물을 

EYELA N-1110 회전 증발기 (Tokyo Rikakikai, 

Tokyo, Japan)를 사용하여 55℃에서 감압 농축하였다. 

증류수에 완전히 현탁한 건조된 추출물을 유기 용매의 

극성차를 이용하여 ethyl acetate (EtOAc), n-butanol 

(n-BuOH)로 순차적으로 분획하여 분리하였다 (Fig. 1). 

2. Thin layer chromatography (TLC)
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  TLC는 normal phase 방법으로 고정상은 실리카겔 

60G F254를 사용하였으며, 용매 혼합물은 이동상으로 

chloroform/methanol/water (4:2:1, v/v/v, 하위 상)을 

사용하였다. 10 mg/ml의 각각의 분획물을 TLC plate

에 spotting하고 TLC chamber에서 준비된 용매 혼합

물을 사용하여 분리했습니다. 분리된 화합물은 anisaldehyde 

sulphuric acid 시약을 분사한 후 가열하여 가시화하였다.

3. 세포 배양

  Murine macrophage Raw 264.7 세포는 American 

Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, 

USA)에서 구입 하였고 세포는 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS, Gibco, Grand Island, NY, USA), 1% 

penicilin/streptomycin (Gibco)이 포함된 Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco)를 사용하

여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 

4. Nitric oxide (NO) production 측정

  RAW 264.7 세포는 1×105 cells/well로 분주하여 세

포 배양용 96-Well plate를 이용하여 24시간 동안 안

정화 시킨 후, phenol red free DMEM (Gibco) 배지로 

교환하였다. 상기 추출물을 3, 10, 30 µg/ml 농도로 24

시간 처리한 후의 상등액을 취하여, Griess 시약을 이용

해 세포 배양 상등액의 NO 함량을 측정하였다. 100 

μl 동량의 Griess 시약 (1% sulfanilic acid, 0.1% 

N-naphthyl ethylenediamine in 2.5% phosphoric 

acid)을 배양 상등액에 첨가하고 실온에서 10분간 반응

시켜 VERSAMAX microplate reader (Molecular 

Devices, Toronto, Canada)를 이용하여 540 nm에서 

흡광도를 측정하였다. Positive control은 추출물 대신 1 

μg/ml lipopolysaccharide (LPS, Sigma, St. Louis, 

MO, USA)를 로 처리하여 얻은 상등액을 측정하였다. 

또한, 면역 억제능을 측정하기 위하여 RAW 264.7 cell

을 분주한 후 phenol red free DMEM 배지에 1 μ

g/ml LPS를 처리하고 동시에 상기 추출물을 처리하여 

NO 생성 억제능을 확인하였다. 억제능은 LPS만 처리

한 control을 기준으로 100%로 환산하고 이를 100에서

의 차를 구하여 표시하였다

5. 세포생존율(cell viability) 측정

  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT, Duchefa, Haarlem, Netherlands)를 

이용하여 RAW 264.7 세포에서 세포 생존율을 측정하

였다. MTT 시약을 0.5 mg/ml의 농도로 첨가하고 3

7℃에서 3시간 반응시킨 후, 상층액을 제거하고 생성된 

formazan complex를 Dimethyl sulfoxide (DMSO)로 

녹여 VERSAMAX microplate reader (Molecular Devices)

를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

6. α-Glucosidase 억제능 측정

  기질인 2.5 mM para-nitrophenyl α-D-glucopyranoside 

(pNPG, Sigma) 및 0.25 unit α-glucosidase (Sigma)

에 다양한 농도의 추출물을 넣고 37℃에서 30분간 반

응한 후, 이를 VERSAMAX microplate reader (Molecular 

Devices)를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 양성 대조군은 15, 62.5, 250 μg/ml의 acarbose 

(Sigma)를 이용하였으며, 억제능은 시료를 녹인 vehicle

을 기준으로 100% 환산하여 이를 100에서의 차를 계

산하였다.

7. Protein tyrosine phosphatase (PTP1B) 억제능 측정

  기질인 100 mM p-nitrophenyl phosphate (Sigma)

에 PTP1B와 다양한 농도의 추출물을 넣어 37℃에서 

30분간 반응시킨 후, 이를 VERSAMAX microplate 

reader (Molecular Devices)를 이용하여 405 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 양성 대조군은 0.1, 0.8, 1.6 mM 

ursolic acid를 이용하였으며, 이때 억제능은 시료를 녹

인 vehicle을 기준으로 100% 환산하여 이를 100에서의 

차를 계산하였다.

8. Tyrosinase 억제능 측정

  기질인 100 mM L-tyrosine (Sigma)에 다양한 농도

의 추출물 및 200 unit tyrosinase (Sigma)를 넣고 3

7℃에서 30분간 반응시킨 후 이를 VERSAMAX 

microplate reader (Molecular Devices)를 이용하여 

475 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대조군은 6.25, 

12.5, 25 μg/ml kojic acid를 이용하였으며, 이 때 억

제능은 시료를 녹인 vehicle을 기준으로 100% 환산하여 

이를 100에서 뺀 차를 계산하였다. 

9. Xanthine oxidase (XO) 억제능 측정

  Black 96-well plate (SPL, Pocheon, Korea)에 기질

인 0.4 M pterin에 다양한 농도의 추출물 및 xanthine 

oxidase를 넣고 실온에서 30분간 반응시킨 후, 1 N 



대한한의학�방제학회지�제30권�제4호�(2022년11월)
Herb.�Formula�Sci.�2022;30(4):249~257.

252

HCl로 반응을 정지 시키고 이를 VERSAMAX microplate 

reader (Molecular Devices)를 이용하여 excitation 340 

nm, emission 410 nm에서 형광값을 측정하였다. 양성 

대조군은 0.25, 1, 4 μg/ml allopurinol을 사용하였으

며, 이 때 억제능은 시료는 녹인 vehicle을 기준으로 

100% 환산하여 이를 100에서의 차를 계산하였다. 

10. Pancreatic lipase 억제능 측정

  기질인 2 mM p-nitrophenyl palmitate (pNPP, Sigma)

와 다양한 농도의 추출물을 100mM Tris-HCl 완충액 

(pH 8.5)에서 혼합하고 porcine pancreas lipase (Sigma)와 

함께 37℃에서 30분 동안 반응한 후 pNPP에서 분해된 

p-nitrophenol을 검출하여 이를 VERSAMAX microplate 

reader (Molecular Devices)를 이용하여 405 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 양성 대조군은 25, 50 및 100μ

g/ml Orlistat (Sigma)을 이용하였으며, 이때 억제능은 

시료를 녹인 vehicle을 기준으로 100% 환산하여 이를 

100에서의 차를 계산하였다.

11. 통계처리

  모든 실험값은 3회 이상 반복 실험한 결과를 기준으

로 하였으며, 대조군과 각 실험군과의 평균 차이는 

ANOVA로 분석을 실시하여 검정하였다. P-value<0.05

를 유의 수준으로 간주하였으며, mean±SD 값으로 표

기하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 침향에서 활성 화합물의 용매 추출

  침향에서 활성 화합물의 추출 과정은 메탄올 (MeOH)

로 추출한 시료를 ethyl acetate (EtOAc),n-butanol 

(n-BuOH)로 순차적으로 분획하였으며, 추출 수율은 

ACM (MeOH 추출물): 20.4g (14.0%), ACM/E 

(EtOAc 분획물): 13.4g (65.7%), ACM/b (ACM의 

BuOH 분획물): 5.0g (24.5%) ACM/W (ACM의 DW 

분획층): 0.6g (2.9%) 이었다 (Fig. 1A). TLC를 수행한 

결과, 254 nm UV light에 흡수된 물질은 Fig. 1B에 나

타내었고, 이들에 anisaldehyde sulphuric acid를 분무하

고 가열한 결과를 Fig. 1C에 나타내었다. ACM (레인 

1), ACM/E (레인 2) 및 ACM/b (레인 3)의 분별 추

출물은 전개 용매에 의해 이동되었으나, ACM/W 

(Lane 4)는 높은 극성으로 인해 실리카에 흡착되었다 

(Fig. 1C). 대부분의 화합물은 EtOAc층으로 분획되는 

것으로 확인함으로 침향의 주요 활성 추출물은 EtOAc

층에 포함되어 있을 것으로 사료된다.

Fig. 1. Solvent extraction of active compounds from Aquilaria crassna. (A) Schematic procedure for preparation. 
(B) Thin layer chromatography (TLC) of solvent fractions from Aquilaria crassna under UV light. (C) 
After colorization with anisaldehyde sulphuric acid reagent. Solvent fractions were loaded on a base line 
of a silica gel normal-phase TLC plate. Chloroform/methanol/water(4:2:1, v/v/v) was used as the 



황유림 외 4인 : 침향 추출물의 면역조절 및 생리활성 분석
Hwang et al., Evaluation of Immunomodulatory and Biological Effects of Aquilaria crassna Extracts

253

development solvent for normal-phase TLC. ACM; methanol extract from A. crassna, ACM/E; ethyl 
acetate layer of ACM, ACM/b; n-butanol layer of ACM, ACM/W; water layer of ACM.

2. 침향의 용매 추출 분획물의 세포독성과 nitric oxide 

(NO) 생성 및 억제능

  면역 활성을 측정하기 위하여 murine macrophage 

RAW  264.7 세포에 침향의 용매 추출 분획물을 24시

간 동안 처리한 결과, 모든 용매 추출 분획물에서 양성 

대조군인 1 μg/ml lipopolysaccharide (LPS)를 처리한 

군에 비하여 NO의 생산능이 없는 것을 확인하였으며 

(Fig. 2A), 모든 용매 추출 분획물을 단독으로 세포에 

처리하였을 때 세포독성을 또한 나타나지 않았다 (Fig. 

2B). 침향의 용매 추출 분획물의 면역억제 기능을 측정

하기 위해 LPS와 함께 각각의 추출물을 24시간 동안 

RAW 264.7 cell에 각각 처리한 결과, MeOH 추출물

인 ACM과 EtOAc 분획물인 ACM//E에서 LPS에 의해 

유도되는 NO의 생성이 농도 의존적으로 억제되는 것

을 확인하였다 (Fig. 2C). 그러나, BuOH 및 DW 분획

물에서는 NO 생성이 억제되지 않은 것으로 확인하여, 

면역 억제 활성물질이 EtOAc 분획물에 존재하는 것으

로 사료된다 (Fig. 2C). 침향의 용매 추출 분획물의 세

포 생존율을 확인한 결과, 세포 독성은 나타내지 않았

다 (Fig 2D). 이상의 NO 생성 및 억제능 평가 결과를 

고려할 때 침향의 MeOH 추출물과 EtOAc 분획에서 

활성물질의 추가적인 동정이 필요하다고 사료된다.

Fig. 2. Effects of Solvent extraction of active compounds from Aquilaria crassna on nitric oxide (NO) 

production and inhibition in RAW 264.7 cells. (A) Production of NO treated with extracts for 24 h. 

(B) Cell viability treated with extracts alone for 24 h. (B) Inhibition effects of NO treated with 

extracts for 24 h. (D) Cell viability co-treated with extracts and LPS for 24 hr. LPS (1 μg/ml) was 

used as a positive. Data are represented the mean ±SD (n=3 in each group) from three separate 

experiments. ***p<0.001, compared with negative control. ACM, methanol extract from A. crassna; 

ACM/E, ethyl acetate layer of ACM; ACM/b, n-butanol layer of ACM; ACM/W, water layer of 

ACM.
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3. 침향의 용매 추출 분획물의 PTP1B와 α-Glucosidase 

억제활성

  침향의 용매 추출 분획물의 α-glucosidase 및 protein 

tyrosine phosphatase (PTP1B) 에 대한 저해 활성을 측

정하였다. α-glucosidase 효소는 소장 점막 융모내에 

존재하는 소화효소로, 증가된 작용으로 인해 분해된 포

도당이 증가하게 되어 당뇨병 증상 중의 하나인 고혈당 

상태를 야기한다21,22). PTP1B는 비만과 당뇨환자를 포함

하여 인슐린 저항성이 높은 경우에 과발현이 관찰된 바 

있으며, 세포 내 신호와 신진대사에 중요한 역할을 하

고, insulin receptor signaling을 조절한다23,24). 침향의 

용매 추출 분획물의 α-Glucosidase 저해 활성을 측정

한 결과, ACM과 ACM/E가 농도 의존적으로 활성 억

제능이 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 3A). 또한, 

PTP1B의 활성 억제능을 확인한 결과, α-Glucosidase

와 마찬가지로 ACM과 ACM/E 분획물에서 농도 의존

적으로 활성 억제능이 증가하는 것을 확인하였다. 이상

의 침향의 MeOH 추출물과 EtOAc 분획에서 PTP1B와 

α-Glucosidase 억제활성을 나타내는 것으로 보아, 침

향이 인슐린 저항성을 조절함으로 당뇨병을 포함한 비

만을 치료하는데 사용할 수 있을 것으로 사료되며, 추

후 활성물질을 분리동정함으로 추가 연구가 필요하다고 

판단된다.

Fig. 3. Effects of Solvent extraction of active compounds from Aquilaria crassna on α-Glucosidase and PTP1B 

inhibition. (A) α-Glucosidase inhibitory activity, (B) PTP1B inhibitory activity, Data are represented the 

mean ±SD (n=3 in each group) from three separate experiments. **p<0.01, and ***p<0.001, 

compared with negative control. ACM, methanol extract from A. crassna; ACM/E, ethyl acetate layer 

of ACM; ACM/b, n-butanol layer of ACM; ACM/W, water layer of ACM. Acarbose and ursolicacid 

were used as a positive control for each assay, respectively.

4. 침향의 용매 추출 분획물의 일반 생리활성

  침향의 용매 추출 분획물의 다양한 생리활성을 확인

하기 위하여, tyrosinase, xanthine oxidase (XO), 

pancreatic lipase에 대한 저해 활성을 측정하였다. 먼

저, melain 합성의 주요 기질로 사용하는 L-tyrosine과 

melanin 생성조절 효소인 tyrosinase의 억제능을 확인한 

결과, ACM, ACM/E 및 ACM/b 분획물에서 농도 의

존적으로 억제 활성이 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 

4A). 이후, 체내 uric acid의 혈액 내 축적으로 관절의 

윤활막 및 연골에 침착하여 염증과 통증을 유발하는 

XO 억제 활성을 확인한 결과, ACM/E 분획물에서 가

장 높은 억제 활성을 나타내었다 (Fig. 4B). 마지막으로 

지방질 가수분해 효소로 지방의 소화 및 흡수에 중요한 

역할을 하는 pancreatic lipase의 저해 활성을 측정한 

결과, ACM 및 ACM/E 분획물에서 높은 저해능을 확

인하였다 (Fig. 4C). 침향의 MeOH 추출물과 EtOAc 

분획에서 확인한 생리활성의 결과로 비추어 보아, 침향 

추출물의 면역 증진 가능성을 보는 줄 수 있는 근거로

서 활용이 될 수 있으며, 추후 정확한 기전 연구의 수

행을 위한 각 침향 추출물 및 분획에서 생리활성 성분 
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분석과 세포 및 동물 모델에서의 효능 검증이 이루어져 야 할 것이다.

Fig. 4. Various biological activities of Solvent extraction of active compounds from Aquilaria crassna. (A) 

tyrosinase inhibitory activity, (B) xanthine oxidase inhibitory activity, (C) pancreatic lipase inhibitory 

activity. Data are represented the mean ±SD (n=3 in each group) from three separate experiments. 

***p<0.001, compared with negative control. ACM, methanol extract from A. crassna; ACM/E, ethyl 

acetate layer of ACM; ACM/b, n-butanol layer of ACM; ACM/W, water layer of ACM. Acarbose, 

ursolicacid, orlistat, kojic acid, and allopurinol were used as a positive control for each assay, 

respectively.

Ⅳ. 결론

  침향을 MeOH을 포함한 다양한 용매로 분획하여 얻

어진 분획물을 항염증, 항당뇨 및 항비만을 포함한 다

양한 생리활성을 조사한 결과, 침향의 MeOH 및 

EtOAc 분획물에서 높은 생리활성을 나타내는 것을 확

인하였으며, 단일물질로 정제할 경우, 더욱 우수한 효능

의 화합물이 존재할 것으로 생각되며, 향후 활성물질을 

추적, 분리하는 연구를 통한 효능 물질의 동정 및 활성

기전에 대한 연구가 필요하다고 사료된다.
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