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초임계 자소자추출물의 항균효과와 바이오필름,
염증매개인자 생성 억제 효능

The Effect of Anti-microbial and the Inhibitory Effect of Biofilm 
Formation and Inflammatory Factors Production of Perillae semen 

Supercritical Fluid Extracts

이광원*, 박신성**, 박수인***, 신문삼****

 Kwang Won Lee*, Shinsung Park**, Su In Park***, Moon Sam Shin**** 

요 약 본 연구는 자소자 열수추출물과 압력은 일정하게 유지한 상태로 온도를 조절하여 추출한 3종의 자소자 초임계

추출물에 대해 항산화력, 항균활성, biofilm 형성 억제능과 염증매개물질(nitric oxide), 염증성 사이토카인

(interleukin-6, interleukin-8)의 생성 억제능을 평가하였다. 자소자 열수추출물과 비교하였을 때 자소자 초임계추출

물이 항산화 효과는 떨어졌으나, Staphylococcus aureus(S. aureus)에 대한 minimal inhibitory concentration(MIC)
이 월등히 낮은 것으로 확인되었고, biofilm 형성 억제능 또한 더 우수하였다. 염증매개물질과 염증성 사이토카인의

생성도 자소자 초임계추출물이 자소자 열수추출물에 비해 현저히 감소시킬 수 있었다. 따라서 우리는 초임계추출물

중 가장 우수한 항균작용과 biofilm 형성 억제, 염증인자 생성 억제 효능을 보인 45℃로 추출한 자소자 초임계추출물

이 아토피 피부염 환자의 가려움증과 경표피수분손실을 방지하기 위한 천연 기능성 소재로 적합함을 시사한다.

주요어 : 자소자, 초임계추출법, 항균, 바이오필름, 항염증

Abstract In this study, we assessed anti-oxidant activity, anti-microbial, inhibition of biofilm formation and 
inflammatory factors(nitric oxide, interleukin-6, interleukin-8) inhibitory effect of Perillae semen hydrothermal 
extract(PSW) and three kinds of Perillae semen supercritical fluid extract(PSSs) extracted by controlling 
temperature with no variation of pressure. Compared with PSW, PSSs had significantly lower minimal inhibitory 
concentrations(MICs) against Staphylococcus aureus(S. aureus) and the ability of PSSs to inhibit formation of 
biofilm was also superior. PSSs reduce the production of inflammatory mediator and inflammatory cytokines 
significantly compared to PSW. We suggest, therefore, Perillae semen supercritical fluid 45℃ extract which 
showed the best anti-microbial, inhibition of biofilm formation, and inhibition of inflammatory factors production 
among the supercritical fluid extracts could be used for protecting patients with atopic dermatitis from pruritus 
and transepidermal water loss as a functional ingredient from nature.
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Ⅰ. 서 론

자소는 꿀풀과(Labiatae) 자소속(Perilla)에 속하는

들깨종이며 동아시아국가에 분포한다. 특히 씨앗을 의

미하는 자소자(Perillae semen)는 약용으로 널리 이용

되고 있다[1]. 약효를 나타내는 주성분은 perillaldehyde

이며 다양한 균에 대한 탁월한 항균활성을 나타낸다.

자소자에는 불포화지방산이 높은 비율로 함유한다고

알려져 있다. 특히, 불포화지방산 중 하나인 linolenic

acid는 항균활성 외에도 항염효과가 뛰어나다는 문헌이

보고된 바 있다[2-5].

이산화탄소는 초임계 유체로 사용될 수 있는 다른

용매보다 임계점(온도 31.1℃, 압력 73.8 bar)이 낮고,

불용성이며, 친환경적이고 가격도 경제적이기 때문에

이산화탄소를 이용한 초임계 유체가 가장 널리 사용된

다. 또한, 이산화탄소는 비극성용매로 극성을 띠는 물과

반대로 비극성물질의 추출이 용이하다. 임계점 이상의

온도와 압력 상태의 이산화탄소는 액체와 기체의 중간

성질을 가져 밀도를 연속적으로 조절할 수 있는 장점이

있다. 그 때문에 확산계수와 용해도를 조절하여 추출하

고자 하는 원물에 빠르게 침투하여 다량을 추출할 수

있는 장점을 지닌다[6-8].

아토피 피부염은 만성 염증성 피부 질환이다[9]. 일반

적으로 유아에서 일시적으로 발병되고 사라지지만 유아

기에서 청소년기, 성인기까지 아토피 피부염을 지속적으

로 겪는 사람들도 상당하다[10]. 아토피 피부염은 각종

염증반응과 참기 힘든 가려움증을 동반하기 때문에 일

상생활에서 삶의 질을 떨어뜨리는 원인이 된다[10, 11].

한편, 아토피 피부염 환자의 피부에서 Staphylococcus

aureus(S. aureus)가 과하게 관찰되고 S. aureus가 생

성하는 외독소가 아토피 피부염의 염증반응을 악화시

킨다는 보고가 있다[12, 13]. 따라서 아토피 피부염 환

자의 상태를 호전시키기 위해서는 피부 염증반응을 억

제하면서 질환과 관련된 균을 억제하는 것 또한 매우

중요하게 여겨진다.

본 연구는 산업화로 인해 점점 증가하고 있는 아토

피 피부염 환자들을 위한 화장품 기능성 소재로 자소자

를 선택하여 실험을 진행하였다. 열수추출물과 초임계

추출물의 항산화능, 항균활성, 바이오필름 생성 억제능

을 확인하고, 염증유발 인자의 분비 억제능을 확인함으

로써 아토피 피부염 환자들의 증상을 호전시킬 수 있는

천연 기능성 오일 소재로의 이용 가능성을 알아보고자

하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

본 연구에서 추출에 이용한 자소자는 (주)건화약품

으로부터 구매하였다. 씨앗을 일차적으로 분쇄한 후에

추출을 진행하였고, 동결건조 또는 압력을 낮춰 끓는점

을 낮아지게 하는 원리를 이용한 회전감압농축을 실시

하였다. 추출물은 냉동보관(-20℃)하여 사용하였다.

2. 사용 시약 및 기기

본 실험에서 사용된 시약은 2,2-diphenyl-1-picrylh

ydrazyl(DPPH), phosphate buffered saline(PBS), (2,2'-

azin o-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))(ABTS),

potassium persulfate, folin ciocalteu’s phenol reagent,

dimethyl sulfoxide, ciprofloxacin는 Sigma Aldrich사에

서 구매하여 사용하였다. 용매로 사용된 ethyl alcohol

과 양성대조군으로 사용된 L-ascorbic acid, methyl

paraben과 실험에 이용된 Na2CO3, gallic acid, acetic

acid는 삼전화학 제품을 사용하였다. 항균 실험에서 사

용된 배지는 MB cell사의 배지를 사용하였다. crystal

violet은 대정화금에서 구매하였다. 열수추출을 위해 항

온조(Changshin science, Korea), 원심분리기(Hamil

Scientific Inc., Korea), 동결건조기(Ilshin Bio Base,

Korea)를 이용하였고, in vitro 실험을 위해 96 well

microplate(SPL Life Sciences Co., Korea), microplate

reader(BioTek, USA), pipette(Eppendorf, Germany)이

사용되었다. 항균 실험에 사용된 Staphylococcus aureus

(ATCC 6538) American Type Culture Collection

(ATCC, USA)에서 분양받아 사용하였다. Dulbecco’s

Modified Eagles Medium(DMEM; Samchun, Korea),

Fetal Bovine Serum(FBS; Gibco, USA), FBS(Samchun,

Korea)를 세포실험에 이용하였다.

3. 시료의 추출 방법

열수추출물은 원물 50 g과 정제수 1000 mL을 넣고

분쇄된 원물의 모든 표면을 정제수로 적셨다. 항온조에

정제수를 가하여 80℃로 항상 유지시키며 4시간 동안

추출하였다. 이 추출물을 70 ㎛ pore size의 mesh filter로
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일차적으로 거르고, 원심분리기를 이용하여 침전시켜 2

차 여과를 하고, 마지막으로 5 ㎛ pore size 여과지로

감압 여과하였다. 이후에 동결건조하여 갈색의 분말을

얻었다.

초임계추출물은 추출조의 압력을 350 bar로 설정하

고, 온도를 각각 30℃, 45℃, 60℃로 변화를 주었다. 분

리조의 압력은 30 bar로 하였으며, 온도는 25℃로 일정

하게 설정하였다. 이산화탄소의 유속은 60 mL/min, 보

조용매인 에탄올의 유속은 5 mL/min로 하였다. 각 조

건의 추출은 150분 동안 진행하였다. 추출 후 회전감압

농축기(Eyela, Japan)를 이용하여 2시간 이상 완전히 농

축시켰다.

4. 수율 측정

열수추출물과 초임계추출물의 수율은 다음의 식으로

수율을 산출하였다.

수율 (% w/w)

= (최종 추출물의 무게 (g)/원물의 무게 (g))×100

5. 항산화 실험

1) DPPH radical scavenging assay

연속 희석법을 이용하여 일정 농도로 1/2씩 희석한

시료 10 μL와 DPPH solution 0.2 mM을 190 μL를 혼합

하여 20분간 빛이 없는 곳에서 반응시켰다. 20분 동안

반응이 완료된 용액이 담긴 microplate를 microplate

reader에 삽입하고 shaking 과정을 거친 후에 520 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 시료를 첨가하지 않은 대조

군과 시료를 첨가한 실험군의 DPPH radical 소거능을

계산하여 비교하였다. 양성대조군은 일반적으로 널리

사용되는 L-ascorbic acid를 이용하였다.

DPPH radical scavenging activity (%)

= (1-시료를 첨가한 실험군 흡광도/시료를 첨가하지 않

은 대조군 흡광도) × 100

2) ABTS+ radical scavenging assay

ABTS solution을 phosphate buffered saline(PBS)

solution에 농도가 14.8 mM이 되도록 제조하고,

potassium persulfate 또한 PBS solution에 농도가 5.28

mM이 되도록 제조하였다. 이 두 용액을 1:1 비율로 혼합

하여 ABTS working solution 제조하였다. 이를 어두운

곳에서 20시간 동안 반응시켜 ABTS+ radical이 생성되

도록 하였다.

ABTS working solution 190 μL와 연속 희석법을 이

용하여 일정 농도로 희석한 시료 10 μL을 혼합 후 실

온, 빛이 없는 곳에서 20분간 반응시켰다. 20분 동안 반

응이 완료된 용액이 담긴 microplate를 microplate

reader에 삽입하여 shaking 과정을 거친 후에 734 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 시료를 첨가하지 않은 대조

군과 시료를 첨가한 실험군의 ABTS+ radical 소거능을

계산하여 비교하였다. 양성대조군은 일반적으로 널리

쓰이는 L-ascorbic acid를 이용하였다.

ABTS+ radical scavenging activity (%)

= (1-시료를 첨가한 실험군 흡광도/시료를 첨가하지 않

은 대조군 흡광도) × 100

3) Total polyphenol content assay

연속 희석법을 이용하여 일정한 농도로 희석한 시

료를 각 well에 시료 10 μL와 folin ciocalteu’s phenol

reagent를 40 μL 혼합한 뒤에 3분 동안 반응하도록

두었다. 그 후 20% Na2CO3 150 μL를 첨가하여 전체

용액을 알칼리 조건으로 만들어주었다. 이 반응액을

microplate reader를 이용하여 shaking을 해주고 760

nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질은 gallic acid

를 사용하여 gallic acid standard curve를 작성하였으

며, 시료와 반응한 용액의 측정값을 standard curve로

산출하였다. 총 폴리페놀의 함량은 mg gallic acid

equivalents(GAE)/g extract로 나타내었다.

6. Minimum inhibitory concentration(MIC) 측정

Broth dilution method를 응용하여 96 well microplate

를 이용하여 Staphylococcus aureus(S. aureus) 균주에

대한 MIC를 측정하였다. Muller-Hinton medium(MH)

에 글리세롤에 저장된 S. aureus 균주를 접종하여

shaking incubator(37℃, 500 rpm)에서 24시간 배양하였

다. 실험을 진행하기 전 1회 계대배양하고 spectrophoto

meter로 600 nm에서 optical density(OD600) 값을 0.5로

맞춘 뒤 실험을 진행하였다. 모든 시료들은 연속 희석법

으로 1/2 씩 희석하여 일정한 농도로 준비하였고, OD600
값을 0.5로 맞춘 균 현탁액을 MH에 1%가 되도록 희석
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하였다. 시료 100 μL와 균 현탁액 100 μL를 혼합한 후,

37℃ incubator에서 12시간 동안 배양시켰다. 균의 생육

이 억제되는 최소 농도를 MIC로 판단하였다. 양성대조

군은 화장품에서 사용되는 방부제로 methyl paraben을

사용하였다. 일차적으로 연속 희석법을 이용하여 MIC

를 알아내고, 시료의 농도를 세분화하여 더 낮은 농도

의 MIC를 확인하였다.

7. Biofilm inhibition assay

글리세롤에 저장된 S. aureus 균주를 MH에 24시간

배양 후에 균주를 shaking incubator(37℃, 500 rpm)에

서 24시간 배양 후에, 1회 계대배양하고 OD600 값을 0.5

로 맞춘 뒤 실험을 진행하였다. 모든 시료들은 연속 희

석법으로 1/2 씩 희석하여 일정한 농도로 준비하였고,

OD600 값을 0.5로 맞춘 균 현탁액을 MH에 1%가 되도

록 희석하였다.

96 well microplate에 시료 80 μL와 균 현탁액을 80

μL를 혼합한 뒤 37℃ incubator에서 24시간 동안 배양

시켜 biofilm을 형성하도록 하였다. 정제수로 두 번

wash를 시행한 뒤 건조시키고 0.1%(w/v) crystal

violet을 200 μL를 첨가하여 10분 동안 염색시켰다. 그

후 두 번 wash하고 상온에서 overnight 하였다. 30%

acetic acid로 용해시킨 후에 microplate reader에 plate

를 삽입하여 595 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대

조군으로 ciprofloxacin을 사용하였다.

Biofilm inhibition activity (%)

= (1-시료를 첨가한 실험군 흡광도/시료를 첨가하지 않

은 대조군 흡광도) × 100

8. 세포실험

1) Cell culture

마우스 대식세포주인 Raw 264.7 cell은 Korea cell

line bank(KCLB; Seoul National University, Seoul,

Korea)에서 분양받았으며, human keratinocyte cell

line(HaCaT)은 Amore Pacific Company(Gyeonggi-do,

Korea)에서 분양받아서 배양하였다. 10% FBS를 함유

한 DMEM을 사용하여 5% 농도의 CO2와 37℃를 유지

하는 incubator에서 세포가 적절한 밀도를 보일 때까지

배양하였다. 배양 플라스크에 접착된 세포들은 각각

scrapper 또는 trypsin 처리를 하여 실험에 사용하였다.

2) Cell viability

자소자 추출물의 농도에 따른 Raw 264.7 cell의 세포

생존율을 파악하기 위해 cell viability assay를 진행하

였다. cell viability를 측정하기 위해 Quanti-MaxTM

water-soluble tetrazolinium salt(WST)-8 assay kit

(Biomax Co., Korea)의 프로토콜에 따라 실험을 진행

하였다. 96 well plate에 1 × 104 cells/well씩 분주하고

24시간 동안 incubator(5% CO2, 37℃)에서 배양시켰다.

시료를 첨가하지 않은 대조군과 자소자 열수추출물, 초

임계추출물을 48시간 처리한 실험군의 배양액을 제거

한 후 10% WST-8 reagent를 2시간 처리하고 450 nm

에서 formazan의 흡광도를 측정하였다.

자소자 추출물의 HaCaT cell의 세포 생존율을 파악

하기 위해 cell viability assay를 진행하였다. 96 well

plate에 2 × 104 cells/well씩 분주하고 24시간 동안

incubator(5% CO2, 37℃)에서 배양시켰다. 시료를 첨가

하지 않은 대조군과 자소자 열수추출물, 초임계추출물

을 48시간 처리한 실험군의 배양액을 제거한 후 10%

WST-8 reagent를 2시간 처리하고 450 nm로 formazan

의 흡광도를 측정하였다.

Cell viability(%) = (약물 처리군 흡광도/약물 미처

리군 흡광도) × 100

3) Nitric Oxide(NO) assay

Raw 264.7 cell을 2 × 104 cells/well씩 분주한 뒤에

24시간 동안 incubator(5% CO2, 37℃)에서 배양시켰다.

그 후 lipopolysaccaride(LPS)와 약물을 동시에 처리하

여 48시간 동안 배양시켰다. 세포배양액의 상층액을 취

해 Griess Reagent System(Promega, USA)을 사용하

여 NO 생성량을 정량하였다.

4) Interleukin-6(IL-6), Interleukin-8(IL-8) enzyme-

linked immunoadsorbent assay(ELISA)

HaCaT cell을 4 × 104 cells/well씩 24well plate에

분주한 뒤에 24시간 동안 incubator(5% CO2, 37℃)에서

배양시켰다. 그 후에 2% FBS를 함유한 DMEM으로 4

시간 동안 starvation 과정을 거치고, 3시간 동안 확인

하고자 하는 약물을 pre-treated 하였다. 그 후 tumor

necrosis factor-α(TNF-α)와 약물을 동시에 처리하여

48시간 동안 배양시켰다. 세포배양액의 상층액을 취해
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IL-6, IL-8 생성 수준을 판단하기 위해 human IL-8/

CXCL8 and IL-6 DuoSet ELISA kits(R&D Systems,

USA)를 사용하여 측정하였다.

9. 통계처리

모든 실험은 n=3으로 실험을 진행하였고, 실험에 의

해 얻어진 세 번의 결과 값들을 Mean ± SD로 나타내

었다. p-value가 0.05 미만일 때 값이 유의성을 띠는 것

으로 판단하였다.

Ⅲ. 실험 결과 및 고찰

1. 추출법에 따른 수율

자소자의 열수추출물(Perillae semen hydrothermal

extract, PSW), 자소자 초임계추출믈(Perillae semen

supercritical fluid extract, PSS)의 수율을 다음의

Table 1에 나타내었다.

추출 온도를 올려 추출했을 경우 점점 수율이 증가

하는 경향이 나타났고, 열수추출법보다 초임계추출법에

서 높은 수율을 보였다. 열수추출물의 최종 추출물의

형태는 갈색 분말이었고, 초임계추출물의 최종 추출물

의 형태는 오일이었으며, 녹황색을 띠었다.

자소자는 불포화 지방산인 linolenic acid, linoleic

acid, oleic acid 순서로 다량 함유하고 있다고 알려져

있다[4]. linolenic acid는 염증성 사이토카인의 분비를

억제하는 효과로 아토피 피부염 개선에 효과가 있을 것

으로 추측되며[5], 오일형태로 화장품에서 경표피수분

손실을 방지하기 위한 밀폐제로써 역할을 할 수 있을

것으로 사료된다.

Sample Yield(%)
PSW 4.52
PSS30 23.73
PSS45 23.89
PSS60 25.18

PSW: Perillae semen hydrothermal extract, PSS30: Perillae
semen supercritical fluid 30℃ extract, PSS45: Perillae semen
supercritical fluid 45℃ extract, PSS60: Perillae semen
supercritical fluid 60℃ extract.

표 1. 자소자 추출물의 수율
Table 1. Yield of Perillae semen extracts

2. 자소자 추출물의 항산화 실험 결과

1) DPPH 라디칼 소거능

자소자열수추출물은half maximal inhibitory concentration

(IC50)이 297.18 µg/mL로 나타났으며, 30℃, 45℃, 60℃

로 추출한 자소자 초임계추출물은 최고 농도에서 각각

15.76 ± 2.59%, 28.20 ± 2.02%, 27.10 ± 2.68%로 나타났

다. 자소자 초임계추출물은 추출 방법에 따라 소거능

차이를 보였으며, 30℃로 추출한 초임계추출물은 45℃

와 60℃로 추출한 초임계추출물과 비교하였을 때 상당

한 차이를 보였다. 45℃와 60℃로 추출한 초임계추출물

비교하면 큰 차이를 보이지 않았다(Figure 1). 따라서

초임계추출물 중에 DPPH 라디칼 소거능이 뛰어난 추

출물의 추출방법은 45℃와 60℃로 추출하는 것으로 생

각된다.

그림 1. 자소자 추출물의 DPPH radical 소거능(%)
Figure 1. DPPH radical scavenging activity of Perillae semen
extract

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. control, PC: positive control;
L-ascorbic acid, 10 µg/mL; 81.77 ± 0.80%, CTL: control,
sample untreated group, PSW: Perillae semen hydrothermal
extract, PSS30: Perillae semen supercritical fluid 30℃ extract,
PSS45: Perillae semen supercritical fluid 45℃ extract, PSS60:
Perillae semen supercritical fluid 60℃ extract.

2) ABTS+ 라디칼 소거능

자소자 열수추출물은 IC50이 19.52 µg/mL로 나타났

으며, 30℃, 45℃, 60℃ 추출한 자소자 초임계추출물은

실험상의 최고 농도에서 각각 32.67 ± 3.16%, 61.06 ±

3.76%, 60.89 ± 3.34%의 ABTS 양이온성 라디칼 소거

능이 나타났다. 자소자 초임계추출물은 추출 방법에 따

라 라디칼 소거능 차이를 보였으며, 30℃로 추출한 초

임계추출물은 45℃와 60℃로 추출한 초임계추출물과

비교하였을 때 상당한 소거능 차이를 보였다. 45℃와

60℃로 추출한 초임계추출물을 비교하면 큰 차이가 나

타나지 않았다(Figure 2). DPPH 라디칼 소거능 실험과

ABTS+ 라디칼 소거능 실험결과는 유사한 경향을 띠었

다.
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그림 2. 자소자 추출물의 ABTS+ radical 소거능(%)
Figure 2. ABTS+ radical scavenging activity of Perillae semen
extract

***P<0.001 vs. control, PC: positive control; L-ascorbic acid, 5
µg/mL; 68.12 ± 1.95%, CTL: control, sample untreated group,
PSW: Perillae semen hydrothermal extract, PSS30: Perillae
semen supercritical fluid 30℃ extract, PSS45: Perillae semen
supercritical fluid 45℃ extract, PSS60: Perillae semen
supercritical fluid 60℃ extract.

3) 총 폴리페놀 함량 정량

자소자 열수추출물의 총 폴리페놀 함량은 163.12 ±

22.81 mg GAE/g로, 30℃로 추출한 자소자 초임계추출

물의 총 폴리페놀 함량은 3.82 ± 0.00 mg GAE/g로, 4

5℃로 추출한 자소자 초임계추출물의 총 폴리페놀 함량

은 9.90 ± 3.39 mg GAE/g로, 60℃로 추출한 자소자 초

임계추출물의 총 폴리페놀 함량은 19.03 ± 2.61 mg

GAE/g만큼 추출된 것으로 정량되었다.

3. MIC 측정

MIC를 측정한 결과, S. aureus에 대한 최소생육저해

농도가 30℃로 추출한 자소자 초임계추출물과 45℃로

추출한 자소자 초임계추출물에서 모두 400 µg/mL로 나

타났고 60℃로 추출한 자소자 초임계추출물에서 500

µg/mL 농도로 측정되었다. 자세한 실험결과는 다음의

Table 2에 나타냈다. 이러한 결과는 선행연구에서 항균

효과가 있다고 밝혀진 자소자의 linolenic acid와

perillaldehyde가 함유되어항균효과를나타내는 것으로추

측된다[2, 3]. monoterpene 구조를 지닌 perillaldehyde

는 오일에 용해가 가능하며, 물에는 잘 용해되지 않는

특성을 지닌다. 따라서 물에는 난용성 성분인 perillalde

hyde가 일반적인 열수 추출방법으로는 추출이 어렵고

[14], 비극성을 띠는 이산화탄소 초임계 유체를 이용한

추출방법에서 오일과 함께 perillaldehyde가 추출된 것

으로 추측된다[15]. 또한 S. aureus에 노출되었을

때 NO의 생성이 증가한다는 보고도 존재한다. 따라서

자소자 초임계추출물의 S. aureus에 대한 항균효과로

인해 염증매개물질의 발생을 억제할 수 있을 것으로 사

료된다[16].

MIC (µg/mL)

Sample

Strain
PC PSW PSS30 PSS45 PSS60

S. aureus 2500 >2000 400 400 500

All experiments are conducted in triplicate. PC: positive
control; methyl paraben, PSW: Perillae semen hydrothermal
extract, PSS30: Perillae semen supercritical fluid 30℃ extract,
PSS45: Perillae semen supercritical fluid 45℃ extract,
PSS60: Perillae semen supercritical fluid 60℃ extract.

표 2. 황색포도상구균에 대한 자소자 추출물의 항균활성
Table 2. Anti-microbial activity of Perillae semen extracts on
staphylococcus aureus.

4. Biofilm inhibition 평가

biofilm은미생물이특정표면에부착하면서 extracellualr

polymeric substances(EPS), 다가 양이온, 콜로이드 화

합물 등이 축적되어 만들어진 일종의 막이다[17, 18].

biofilm은 균의 항생제에 대한 강력한 내성을 갖게 하며

미생물의 감염을 촉진하는 역할을 한다[19]. 그렇기 때문

에 biofilm을 억제하는 것은 특정 항생 물질에 대한 내성

을 저하시키고 미생물 증식을 억제할 수 있는 방법이다.

자소자 열수추출물은 biofilm의 생성을 억제하기는

하나, 농도의존적으로 biofilm 생성을 억제능이 감소하

는 경향을 보였다. 반면에 자소자 초임계추출물은 농도

의존적으로 biofilm의 생성을 억제하는 결과가 나타났

다(Figure 3). 초임계추출물 중에서도 45℃로 추출한 자

소자 초임계추출물의 biofilm 억제능이 저농도부터 고

농도까지 모든 농도에서 가장 크게 나타났다.

5. Cell viability

다음의 Figure 4는 자소자 열수추출물과 초임계추출

물을 각각 25, 50, 100, 200 µg/mL 농도로 Raw 264.7

cell에 대해 cell viability assay를 실시한 결과이다.

WST-8 kit를 사용하여 도출한 결과, 모두 세포생존율

이 대조군에 대비하여 80% 이상으로 독성이 없는 농도

임을 확인하였다. 따라서 50-200 µg/mL 농도로 NO

assay를 진행하였다.

다음의 Figure 5는 자소자 열수추출물과 초임계추출

물을 각각 25, 50, 100, 200 µg/mL 농도로 HaCaT cell
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대해 cell viability assay를 실시한 결과이다. WST-8

kit를 이용하여 도출한 결과, 모두 세포 생존율이 대조

군에 비교하였을 때 비슷한 수준을 나타내 독성이 전혀

없는 농도임을 확인하였다. 따라서 50-200 µg/mL 농도

로 IL-6, IL-8 생성량을 측정하였다.

6. 세포실험

1) 자소자 추출물이 NO 생성에 미치는 영향

염증매개물질 중 하나인 NO가 체내에서 과도하게

발생된다면 염증반응을 유발하여 조직의 손상 등 병리

적 현상을 유도한다[16, 20, 21]. 따라서 과도한 NO의

생성을 억제하는 것은 정상적으로 조직을 유지하는 데

중요하다.

LPS로 Raw 264.7 cell에 염증반응을 유도한 뒤 추출

물 4종을 처리하여 NO 생성량 실험을 진행하였으며,

결과는 다음의 Figure 6에 나타냈다. 자소자 열수추출

물의 NO 생성 억제능이 자소자 초임계추출물보다 떨어

짐을 확인하였다. 50, 100 µg/mL 농도에서 60℃로 추출

한 자소자 초임계추출물이 NO 생성을 더 억제하였지

만, 200 µg/mL 농도에서 자소자 초임계추출물은 모두

5.00% 대 이하로 LPS를 처리하지 않은 대조군과 비슷

하게 NO 생성을 완전히 억제하였다. 한편 자소자 열수

추출물은 200 µg/mL 농도에서 34.61 ± 2.28%의 NO가

생성되는 것으로 계산되었다.

그림 6. Raw 264.7 세포에서의 NO 생성량
Figure 6. The inhibitory effect of Perillae semen extracts on
NO production in HaCaT cell

###P<0.001 vs. control, ***P<0.001 vs. LPS treated group,
CTL: control, sample untreated group, PSW: Perillae semen
hydrothermal extract, PSS30: Perillae semen supercritical fluid
30℃ extract, PSS45: Perillae semen supercritical fluid 45℃
extract, PSS60: Perillae semen supercritical fluid 60℃ extract.

그림 3. 자소자 추출물의 biofilm 억제 활성(%)
Figure 3. Biofilm inhibition activity of Perillae semen extracts

PC: positive control; ciprofloxacin, 0.125 µg/mL; 56.63 ±
0.32%, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. control, CTL: control,
sample untreated group, PSW: Perillae semen hydrothermal
extract, PSS30: Perillae semen supercritical fluid 30℃ extract,
PSS45: Perillae semen supercritical fluid 45℃ extract, PSS60:
Perillae semen supercritical fluid 60℃ extract.

그림 4. Raw 264.7 세포에 대한 세포 생존율(%)
Figure 4. Raw 264.7 cell cytotoxicity results over 48 h Perillae
semen extracts treated at the concentration of 25-200 μg/mL

*P<0.05, **P<0.01 vs. control, CTL: control, sample untreated
group, PSW: Perillae semen hydrothermal extract, PSS30:
Perillae semen supercritical fluid 30℃ extract, PSS45: Perillae
semen supercritical fluid 45℃ extract, PSS60: Perillae semen
supercritical fluid 60℃ extract.

그림 5. HaCaT 세포에 대한 세포 생존율(%)
Figure 5. HaCaT cell cytotoxicity results over 48 h Perillae
semen extracts treated at the concentration of 25-200 μg/mL

CTL: control, sample untreated group, PSW: Perillae semen
hydrothermal extract, PSS30: Perillae semen supercritical fluid
30℃ extract, PSS45: Perillae semen supercritical fluid 45℃
extract, PSS60: Perillae semen supercritical fluid 60℃ extract.
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2) 자소자 추출물이 IL-6 생성에 미치는 영향

TNF-α로 HaCaT cell에 염증반응을 유도한 뒤 추출

물 4종의 IL-6 생성 실험결과를 다음의 Figure 7에 나

타냈다. 자소자 열수추출물은 농도의존적으로 IL-6의

생성량을 증가시키는데 반해, 자소자 초임계추출물은

농도의존적으로 IL-6의 생성량을 감소시키는 경향을

보였다. 특히, 자소자 초임계추출물 중에서는 45℃로 추

출한 초임계추출물의 IL-6 생성 억제능이 다른 초임계

추출물보다 우수하였다. 자소자 초임계추출물의 IL-6

생성에 대한 본 연구의 실험결과는 linolenic acid의

TNF-α, NO, IL-6의 생성을 농도의존적으로 저해한다

는 선행연구와 일치하는 결과를 보였다[5].

그림 7. HaCaT 세포에서의 IL-6 생성량
Figure 7. The inhibitory effect of Perillae semen extracts on
IL-6 production in HaCaT cell

###P<0.01 vs. control, **P<0.01, ***P<0.001 vs. TNF-α treated
group, CTL: control, sample untreated group, PSW: Perillae
semen hydrothermal extract, PSS30: Perillae semen
supercritical fluid 30℃ extract, PSS45: Perillae semen
supercritical fluid 45℃ extract, PSS60: Perillae semen
supercritical fluid 60℃ extract.

3) 자소자 추출물이 IL-8 생성에 미치는 영향

TNF-α로 HaCaT cell에 염증반응을 유도한 뒤 추출

물 4종의 IL-8 발생 실험 결과를 다음의 Figure 8에 나

타냈다. IL-6의 실험결과와 비슷한 결과가 도출되었으

나, 자소자 초임계추출물의 IL-8에 대한 생성 억제 효

과가 더 뛰어났다. 자소자 열수추출물은 농도의존적으

로 IL-8의 생성량을 증가시키는데 반면, 자소자 초임계

추출물은 농도의존적으로 IL-8의 생성량을 감소시키는

경향을 보였다. 30℃, 45℃, 60℃ 자소자 초임계추출물

의 IL-8 생성에 대한 IC50은 각각 107.61 µg/mL, 55.58

µg/mL, 69.91 µg/mL로 계산되었다. 따라서 자소자 초

임계추출물 중에서는 45℃로 추출한 초임계추출물의

IL-8 생성 억제능이 30℃, 60℃로 추출한 초임계추출물

보다 뛰어난 것으로 판단하였다.

그림 8. HaCaT 세포에서의 IL-8 생성량
Figure 8. The inhibitory effect of Perillae semen extracts on
IL-8 production in HaCaT cell

##P<0.01 vs. control, *P<0.05, ***P<0.001 vs. TNF-α treated
group, CTL: control, sample untreated group, PSW: Perillae
semen hydrothermal extract, PSS30: Perillae semen
supercritical fluid 30℃ extract, PSS45: Perillae semen
supercritical fluid 45℃ extract, PSS60: Perillae semen
supercritical fluid 60℃ extract.

Ⅳ. 결 론

자소자는 불포화지방산 특히, linolenic acid가 풍부하

고, 주성분으로 perillaldehyde도 함유하고 있다고 알려

져있다. linolenic acid는 항염효과와 항균효과, perillalde

hyde는 항균효과가 뛰어나다는 보고도 존재한다. 본 연

구에서 자소자 추출물 4종을 in vitro 실험을 진행한 결

과, 자소자 초임계추출물의 효능이 linolenic acid와

perillaldehyde의 효능과 유사한 것을 확인하였다.

자소자 열수추출물은 S. aureus에 대한 MIC를 실험

을 진행한 농도범위 내에서 관찰할 수 없었고, 자소자

초임계추출물은 S. aureus에 대한 MIC를 확인할 수 있

었다. 이로써 초임계추출물의 항균활성이 열수추출물보

다 더 뛰어난 것을 파악하였다. 초임계추출물의 균의 생

육을 저해하는 MIC를 확인한 후 biofilm 생성 억제능을

확인하여 항균 소재에 대한 내성 방지 가능성 또한 확인

하였다. 또한 염증매개인자인 NO와 염증성 사이토카인

인 IL-6, IL-8의 생성을 억제하는 항염효과를 확인할 수

있었다. 이러한 결과를 바탕으로 자소자 열수추출물보

다 3종의 자소자 초임계추출물이 모두 항균, 항염증 효

과가 더 우수하다는 것을 알 수 있었다. 그중에서도 350

bar, 45℃로 추출한 초임계추출물의 효능이 전반적으로

뛰어났다.

따라서우리는 45℃로 추출한 자소자초임계추출물을



The Journal of the Convergence on Culture Technology (JCCT)

Vol. 8, No. 6, pp.615-624, November 30, 2022. pISSN 2384-0358, eISSN 2384-0366 

- 623 -

화장품 제형에 추가한다면, 아토피 피부염 환자의 피부

에서 많이 발견되는 S. aureus에 대한 항균효과를 통해

균주가분비하는외독소로부터피부를보호할수있다고

시사한다. 또한 각종 항염증 작용으로 피부에서 발생되

고 있는 염증반응을 완화시키며, 동시에 오일형태의 추

출물은 피부에 천연으로부터 유래한 보습막을 형성시켜

줌으로써아토피피부염환자의피부건조증완화에도움

을 줄 수 있을 것으로 사료된다.
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