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            초록
          
        

        
          In this study, the antioxidant activities of solvent fractions obtained from the hot water extract of Salvia miltiorrhiza were investigated according to the polarity. The studies of DPPH radical scavenging activity, ABTS radical scavenging activity, superoxide anion radical scavenging activity, hydrogen peroxide scavenging activity, hydroxyl radical scavenging activity, nitric oxide radical scavenging activity, and reducing power confirmed the highest antioxidant activity in the n-butanol (n-BuOH) fraction. The highest Fe2+ chelating activity was obtained in the ethyl acetate (EtOAc) fraction, which was converse to the radical scavenging activity. Solvent fractions of Salvia miltiorrhiza hot water extract with effective antioxidant activity and the n-BuOH fraction which showed the highest antioxidant activity were applied to an in vitro experiment to confirm the effect of regulating inflammation. In addition, the highest total polyphenol content was also obtained in the n-BuOH fraction (111.97±0.41 mg GAE/). The antioxidant and anti-inflammatory activities of the n-BuOH fraction were determined to be associated with the total polyphenol content. Antioxidant activity is effective in removing harmful free radicals. Considering the results of this study, we conclude that Salvia miltiorrhiza has the potential to be applied as a functional food material for eliminating reactive oxygen species.
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      서 론
      인체에는 생명유지를 위해 에너지 공급과 생화학적 산화반응이 지속적으로 일어나며 이 과정에서 상당량의 활성산소들이 발생된다(Halliwell B 등 1992).

      활성산소(reactive oxygen species; ROS)는 생명유지에 절대적으로 필요한 물질이지만 체내 효소계, 환원 대사, 광화학반응 등의 각종 대사과정에서 생성된 반응성 높은 산화물질로 hydrogen peroxide(H2O2), hydroxyl radical(·OH), superoxide anion radical(·O2—), singlet oxygen(1O2) 등으로 다양하게 존재하며(Halliwell B 등 1992; Dröge W 2002), 외부 항원 방어 및 세포 성장 촉진 역할 등의 정상적인 기능을 하는 필수 요소로 자기방어 제거 기작에 의해 산화 촉진물질(proxidant)과 산화 억제물질(antioxidant)이 적절한 균형을 이루고 있으나 각종 물리적, 화학적 요인에 의해 균형이 무너지게 되면 인체는 산화적 스트레스에 노출된다(Aust SD 등 1993; Stohs SJ 1995; Pastore S & Korkina L 2010).

      산화적 스트레스는 지질 과산화, 세포막과 단백질 분해, 효소의 불활성화, DNA 합성 억제 등의 원인으로 유전자의 손상이 일어나고 건강에 해로운 영향을 미치며 다양한 염증성 질환, 조기 피부 노화의 결과를 일으킨다(Mukherjee A & Agrawal M 2017; Ngoc LTN 등 2017; Yang HS 등 2023).

      항산화 물질은 생체막 및 체내 지방의 산화를 방지하여 세포 기능 저하 및 노화를 억제 또는 지연시킬 수 있다(Bang JE 등 2009). 활성산소 제거를 위한 합성 항산화제는 항산화 활성과 경제적 측면에서 이용되어 왔으나(Kim YJ 등 2018), 생체 효소나 지방에 대한 변이원성 및 독성, 발암성 등 안정성의 문제가 알려져 있다. 합성 항산화제를 대체할 수 있는 안전하고 응용 가능성이 높은 식물 유래 천연 항산화제에 대한 관심은 세계적으로 증가하고 있으며, 천연물에 함유되어 있는 유효성분, 효능에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다(Kim HK 등 2004). 천연물에 존재하는 폴리페놀 화합물은 항염, 항산화, 항암, 노화 등의 각종 질환 예방에 도움이 되는 생리활성물질으로 알려져 있다(Proestos C & Varzakas T 2017).

      천연물 중 약용식물은 예로부터 현재까지 약리학적 효능이 우수하여 질병 치료 및 예방목적으로 사용되고 있으며, 일부 약용식물에 함유된 유용 성분 및 천연 항산화 물질에 대한 생리활성 효과의 가치가 중요하게 인지되고 있어 연구가 활발히 이루어지고 있다(Loliger J 1991; Lee SE & Cho SI 2015). 약용식물의 페놀 성분 중 산화 환원 특성은 산화적 스트레스를 막아주는 역할로 알려져 있고, 노화 및 활성 산소종과 같은 다양한 질환의 원인 감소와 연관되어 있다고 보고되었다(Shahidi F 등 1992; Lee SE & Cho SI 2015).

      단삼(Salvia miltiorrhiza Bunge)은 꿀풀과(Labiatae) 단삼 속(genus Salvia)에 속한 다년생 초본으로 중국이 원산지이며 우리나라에서는 강원도, 경상북도에서 일부 재배하고 있는 약초이다. 단삼의 약리작용으로는 해열작용, 항균작용, 소염작용, 콜레스테롤 저하, 혈압 강하, 간 기능 활성화 등이 보고되어 있으며(Choi HY & Han YS 2003), 단삼의 뿌리 부분은 식품에 제한적으로 사용할 수 있는 원료로 식품공전에 수록되어 있어 식품의 부원료로 사용할 수 있다(MFDS 2022). 단삼의 활성에 관하여 많은 선행 연구가 보고되었으며 항균 활성(Kwang JS & Baek SH 2003), 항바이러스 효과(Wu BW 등 2007), 유방암 예방(Shon YH 등 2007), 항노화 활성(Guonan & Lee JA 2022), 식도염 억제 효과 및 암세포 이주 억제 효과(Kwon JY 등 2022) 등 다양한 질환에 대해서 효과가 있음이 보고되고 있다. 단삼의 성분으로는 salvianolic acids 등을 포함하는 phenolic 화합물과 tanshinones 성분 등을 포함하는 diterpenoid 화합물이 있으며 그 외에도 vitamin E, tannin, ursolic acid 등이 알려져 있다(Hu P 등 2005). Salvianolic acids는 항산화 효과(Zhang H 등 2014), 혈전증 및 항염증 효과(Zhang Z 등 2020)가 보고되었다. 또한 tanshinones는 항암 및 항염 효과(Gong Y 등 Qü�2012), 항-종양 활성(Park SG 등 2009), 순환계 혈행개선(Lee WY 등 2010) 등의 효과가 보고되었다. 이와 같이 단삼의 항산화 효과 및 항염증 효과에 관한 선행연구가 많이 진행되었으나 항산화 효과의 메커니즘에 대한 연구는 이루어지지 않았기 때문에 본 연구에서는 단삼 열수추출물의 용매 분획물을 이용하여 다양한 활성산소종에 대한 항산화 효과를 검증한 후 항염 활성의 실험을 통해 항산화 관련 기능성 식품 소재로서의 활용 가능성을 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료 및 추출물 제조
        본 실험의 재료인 단삼은 삼홍건재약업사(Namyangju, Korea)의 온라인 매장인 한약재 시장에서 중국산을 구입하여 사용하였다. 단삼은 물에 세척한 후 식품건조기(LD918, Lequip, Korea)를 이용하여 50℃에서 24시간 건조한 후 믹서기로 분말화하여 시료로 사용하였다. 단삼 열수 추출물은 단삼 분말 60 g에 증류수 600 mL를 가한 후 100℃에서 3시간 동안 추출하였으며, 30%, 50% 및 70% 에탄올 추출물은 발효주정(Ethanol Supplies World Co., Ltd., Jeonju, Korea)을 구입하였으며, 단삼 분말 60 g에 30%, 50% 및 70% 발효주정 600 mL를 가한 후 60℃의 항온수조에서 3시간 동안 초음파를 가하여 추출하였다. 추출물은 감압여과 장치를 이용하여 여과한 후, 회전 진공 농축기(EYELA, Rikakikai Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 40∼45℃에서 감압 농축한 후 동결건조하여 분말로 회수하였다. 추출 수율은 추출 전 시료의 중량에 대한 동결건조 후 시료의 중량을 백분율로 환산하여 수율을 계산하였다. 단삼 열수 추출물, 30%, 50% 및 70% 에탄올 추출물의 수율은 48.7%, 36.4%, 38.1% 및 34.7%로 나타났다.

      

      
        2. 추출물의 용매 분획
        동결 건조한 단삼 열수 추출물 5 g을 증류수 50 mL에 용해시키고 분획 깔때기를 이용하여 용매의 극성도 순으로 동량의 ethyl acetate(EtOAc)로 3회 반복 추출 후 분획하여 남은 잔류물에 n-butanol(n-BuOH)을 첨가하여 동일방법으로 추출 및 분획하여 물 잔류물을 회수하였다(Fig. 1). 분리된 각각의 유기용매층을 감압 농축시키고 동결 건조하여 분말 형태로 회수하였으며, 단삼 열수 추출물의 EtOAc, n-BuOH 및 water(H2O) 분획물의 수율은 단삼 열수 추출물 5 g 기준으로 6.35%, 16.85% 및 64.17%로 H2O 분획물의 수율이 가장 높게 나타났으며, 용매 분획물은 —20℃에서 보관하면서 실험에 사용하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Fractionation of the hot water extract from Salvia miltiorrhiza.
          
          

          

        

      

      
        3. 항산화 활성
        
          1) DPPH Radical 소거 활성
          DPPH radical 소거 활성 측정은 Blois MS(1958)의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 단삼 추출물 및 분획물 200 μL에 0.1 mM 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 용액 2.0 mL를 혼합하여 실온 암소에서 30분간 반응시킨 후 분광광도계(V-1600, Labinno, Japan)를 사용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였으며, L-ascorbic acid(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 DPPH radical 소거 활성 비교를 위한 양성 대조구로 사용하였다. 다음과 같은 계산식에 의해 농도에 따른 DPPH radical 소거 활성을 백분율(%)로 산출하였으며, DPPH radical을 50% 저해하는 농도(IC50)를 추가적으로 계산하였다.
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            	A: 단삼 추출물 및 분획물 첨가구의 흡광도


            	B: 단삼 추출물 및 분획물 무첨가구의 흡광도


          

        

        
          2) ABTS Radical 소거 활성
          ABTS radical 소거 활성 측정은 Roberta R 등(1999)의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 7.0 mM 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS)와 2.45 mM potassium persulphate(K2S2O8)를 2:1(v/v)로 혼합하여 실온 암소에서 14∼16시간 동안 반응시켜 cation radical을 형성시켰다. 반응액을 734 nm에서 흡광도 값이 0.70±0.02가 되도록 증류수로 희석하였다. 희석한 ABTS 용액 2.0 mL에 단삼 분획물 20 μL를 첨가 후 혼합하여 실온에서 6분간 반응시킨 다음 734 nm에서 흡광도를 측정하였으며, trolox(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 ABTS radical 소거 활성 비교를 위한 양성 대조구로 사용하였다. 농도에 따른 ABTS radical 소거 활성은 DPPH radical 소거 활성과 같은 계산식으로 산출하였다.

        

        
          3) Superoxide Anion Radical 소거 활성
          Superoxide anion radical 소거 활성은 Fontana M 등(2001)의 방법을 일부 변형하여 사용하였다. Phenazine methosulfate-Nicotinamide adenine dinucleotide(PMS/NADH) 시스템을 이용하여 nitro blue tetrazolium(NBT)의 환원생성물인 purple formazan을 측정하였다. 단삼 분획물 400 μL에 100 mM phosphate buffer(pH 7.4) 400 μL, 365 μM NADH 400 μL, 250 μM NBT 400 μL, 75 μM PMS 400 μL를 혼합한 후 실온에서 5분간 반응시켜 562 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 양성 대조구는 quercetin(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하였다. 농도에 따른 superoxide anion radical 소거 활성은 DPPH radical 소거 활성과 같은 계산식으로 산출하였다.

        

        
          4) Hydrogen Peroxide 소거 활성
          Hydrogen peroxide 소거 활성은 Long LH 등(1999)의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 단삼 분획물 100 μL에 500 μM H2O2 100 μL를 혼합한 후 상온에서 30분 동안 반응시켰다. 반응액에 methanol 20 μL와 FOX 시약4.4 mM BHT 용액, 2.5 M sulfuric acid(H2SO4)에 녹인 1 mM xylenol orange와 2.56 mM ammonium ferrous sulfate[(NH4)2Fe(SO4)2] 용액 혼합물(9:1 v/v) 1.8 mL를 혼합하여 상온에서 30분 동안 반응시킨 다음 560 nm에서 흡광도를 측정하였으며, sodium pyruvate(Kanto Chemical Co., Inc., Japan)를 hydrogen peroxide소거 활성 비교를 위한 양성 대조구로 사용하였다. 농도에 따른 hydrogen peroxide 소거 활성은 DPPH radical 소거 활성과 같은 계산식으로 산출하였다.

        

        
          5) Hydroxyl Radical 소거 활성
          Hydroxyl radical 소거 활성은 Chung SK 등(1997)의 방법을 일부 변형하여 사용하였다. Hydroxyl radical 소거 활성은 2-deoxyribose의 분해물을 thiobarbituric acid(TBA)와 축합 반응시킴으로써 생성되는 thiobarbituric acid reactive substances(TBARS)양을 측정하는 원리를 이용하여 Fe3+-ascorbate-EDTA-H2O2 system에서 Fenton 반응으로 생성시켜 유리된 OH radical을 측정하였다. 19.6 mM 2-deoxy-d-ribose 100 μL, 280 mM potassium phosphate buffer(pH 7.4) 100 μL, 10 mM ferric chloride(FeCl3) 100 μL, 700 μM ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA) 100 μL, 7 mM H2O2 100 μL, 700 μM L-ascorbic acid 100 μL와 단삼 분획물 200 μL를 첨가하여 37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응액에 2.8%(w/v) trichloroacetic acid(TCA) 1 mL와 1%(w/v) TBA 1 mL를 첨가한 후 90℃ 항온수조에서 15분간 반응시킨 다음 실온에서 냉각시켜 532 nm에서 흡광도를 측정하였으며, mannitol(Samchun Pure Chemical Co., Ltd., Korea)을 hydroxyl radical 소거 활성 비교를 위한 양성 대조구로 사용하였다. Deoxyribose 분해 저해도는 DPPH radical 소거 활성과 같은 계산식으로 산출하였다.

        

        
          6) Nitric Oxide Radical 소거 활성
          Nitric oxide radical 소거 활성은 Garratt DC(1955)의 방법을 이용하여 측정하였다. 30 mM sodium nitroprusside(SNP) 300 μL, phosphate buffer saline(PBS, pH 7.4) 200 μL, 단삼 분획물 200 μL를 넣어 총 700 μL의 반응액을 만든 다음 25℃에서 150분 동안 반응시켰다. 반응액에 sulfanilic acid 용액[20%(v/v) glacial acetic acid(CH3COOH)에 녹인 0.33% (w/v) sulfanilamide 용액] 1.0 mL를 넣고 5분 동안 반응시켜 diazonium salt을 생성한 후, 0.1% (w/v) N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride(NED) 용액 1.0 mL를 첨가하여 25℃에서 30분간 반응시켜 azo dye를 형성시켜 540 nm에서 흡광도를 측정하였으며, curcumin(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 양성 대조구로 사용하였다. Nitric oxide 저해 활성은 DPPH radical 소거 활성과 같은 계산식으로 산출하였다.

        

        
          7) Reducing Power
          각 단삼 분획물의 환원력은 Oyaizu M(1986)의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 단삼 분획물 0.5 mL에 0.2 M phosphate buffer(pH 6.6) 0.5 mL, 1%(w/v) potassium hexacyanoferrate[K3Fe(CN)6] 0.5 mL를 넣고 50℃에서 20분간 반응시켰다. 반응액에 10%(w/v) TCA 1.0 mL를 첨가하여 반응을 정지시킨 후 3,000 rpm에서 15분간 원심분리하였다. 상층액 1.0 mL을 취하여 증류수 0.5 mL와 0.1%(w/v) FeCl3 0.5 mL를 첨가하여 실온에서 10분 동안 반응시킨 후 700 nm에서 흡광도를 측정하였다. BHT(Junsei Chemical Co., Ltd., Japan)를 환원력을 비교하기 위한 양성대조구로 사용하였으며, 선행연구(Kim JH 등 2019)를 참고하여 단삼 분획물의 흡광도 값을 환원력으로 나타내었다.

        

        
          8) Fe2+ Chelating 활성
          Fe2+ chelating 활성은 Haro-Vicente JF 등(2006)의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 단삼 추출물 100 μL, 40 mM HEPES buffer(pH 7.2) 1.0 mL, 62.5 μM ferrous sulfate(FeSO4·7H2O) 500 μL와 300 μM ferrozine 500 μL을 혼합하여 실온에서 20분간 반응시킨 후 562 nm에서 흡광도를 측정하였다. EDTA(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 Fe2+ chelating 활성 비교를 위한 양성대조구로 사용하였다. Fe2+ chelating 활성은 DPPH radical 소거 활성과 같은 계산식으로 산출하였다.

        

      

      
        4. 항염 활성
        
          1) RAW264.7 세포 배양
          본 실험에 사용한 RAW264.7 세포는 한국 세포주 은행(Korea Cell Line Bank, Korea)으로부터 분양받아 10%(v/v) fetal bovine serum(FBS) 및 1%(v/v) penicillin이 포함된 RPMI 1640 배지(GIBCO, NY, USA)를 사용하여 37℃, 5% CO2 세포배양기(Thermo scientific, Waltham, MA, USA)에서 24시간 동안 배양하였으며 계대 배양은 2회 이상 진행하여 세포를 안정화시켰다.

        

        
          2) 세포 생존율
          RAW264.7 세포 생존율을 알아보기 위한 세포독성(cytotoxicity)의 측정은 MTT방법을 이용하여 측정하였다. 48-well plate에 RAW264.7 세포를 2 × 105 cells/well 농도로 첨가하여 3시간 동안 안정화시킨 후, 단삼 n-BuOH 분획물을 50, 100, 200 및 500 μg/mL 농도로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 배양된 세포를 새로운 배지로 교환한 후 MTT(5 mg/mL) 용액을 50 μL를 첨가하고 30분 동안 배양하여 formazan 생성을 유도하였다. 생성된 formazan을 일정량의 dimethyl sulfoxide(DMSO)로 용해시킨 뒤 100 μL를 취하여 96-well plate에 분주한 후 ELISA reader(Molecular Devices)를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 단삼 n-BuOH 분획물을 첨가하지 않은 대조군의 흡광도 값을 세포 생존율 100%로 보고 다음과 같은 계산식에 의해 세포 생존율을 백분율로 산출하였다.
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            	A: 단삼 n-BuOH 분획물의 흡광도


            	B: 단삼 n-BuOH 분획물 무첨가구의 흡광도


          

        

        
          3) Nitric Oxide(NO) 생성 억제 효과
          Nitric oxide(NO) 생성 억제 효과는 Griess reagent을 이용하여 생성된 NO양을 간접적으로 측정하였다. RAW264.7 세포(5 × 105 cells/mL)에 단삼 n-BuOH 분획물을 50, 100 및 200 μg/mL 농도로 첨가한 후 산화질소(nitric oxide, NO) 생성을 위한 1 μg/mL lipopolysaccharide(LPS)를 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 세포배양 상층액 50 μL와 0.1 mM Griess 시약[1%(w/v) sulfanilamide, 5%(v/v) phosphoric acid(H3PO4)에 녹인 0.1%(w/v) N-1-naphthylethylenediamine] 50 μL을 혼합하여 96-well plate에 10분간 반응시킨 다음 ELISA reader(Molecular Devices)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 생성된 NO양은 sodium nitrie(NaNO2)를 이용하여 작성한 표준곡선으로부터 계산하였으며, 단위는 μM로 나타내었다.

        

      

      
        5. 총 폴리페놀 함량
        총 폴리페놀 함량은 Folin O & Denis W(1912)의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 단삼 분획물 0.5 mL에 0.2 N Folin-Ciocalteu reagent 2.5 mL를 첨가하여 5분 동안 반응시킨 다음 7.5%(w/v) sodium carbonate(Na2CO3) 2 mL를 첨가하여 실온 암소에서 1시간 동안 반응시킨 다음 765 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 표준물질로 gallic acid(Samchun Pure Chemical Co., Ltd., Korea)를 이용하여 작성한 표준곡선으로부터 함량을 계산하였으며 단위는 mg GAE(gallic acid equivalent)/g로 나타내었다.

      

      
        6. 통계 분석
        실험 결과는 SPSS ver.12.0 통계 프로그램(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였고, 모든 실험은 3회 반복하여 평균±표준편차(Mean±S.D.)로 계산하였다. 실험군 간의 유의성 검증을 위한 통계분석은 일원 배치 분산 분석(ANOVA, One-way analysis of variance test)을 실시하였으며, 유의성이 있는 경우 p<0.05 수준에서 다중 범위 시험법(Duncan’s multiple range test)을 이용하여 사후 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 단삼 용매별 추출물의 항산화 활성
        
          1) DPPH Radical 소거 활성
          단삼 열수 추출물, 30%, 50% 및 70% 에탄올 추출물의 농도에 따른 DPPH radical 소거 활성을 분석한 결과는 Table 1과 같다. 양성대조구로는 L-ascorbic acid를 사용하여 DPPH radical 소거 활성을 비교하였으며 단삼 용매별 추출물은 양성대조구인 L-ascorbic acid보다 낮은 소거 활성을 보였으나 100, 200 및 400 μg/mL의 농도가 증가함에 따라 유의적으로 증가하였다. 단삼 열수 추출물, 30%, 50% 및 70% 에탄올 추출물은 19.89±0.25∼39.21±0.19, 15.80±0.32∼35.07±0.25, 14.99±0.25∼34.43±0.19 및 15.76±0.88∼29.81±0.25%의 DPPH radical 소거 활성을 나타냈다. DPPH radical을 50% 저해하는 농도인 IC50을 산출한 결과 L-ascorbic acid는 67.29±0.23 μg/mL, 단삼 열수 추출물, 30%, 50% 및 70% 에탄올 추출물의 IC50은 566.68±4.09, 632.23±9.26, 639.22±6.57 및 829.57±35.81 μg/mL로 확인되었다. 단삼 열수 추출물은 30%, 50% 및 70% 에탄올 추출물보다 유의적으로 더 높은 DPPH radical 소거 활성을 나타냈다. Ju JC 등(2006)은 단삼의 열수 추출물과 합성 항산화제인 BHT를 비교한 결과, 단삼의 열수 추출물이 BHT보다 유의적으로 높은 DPPH radical 소거 활성을 나타낸다고 보고하였고 추출용매가 상이하여 본 연구결과와 비교하기에는 어렵지만 Kim YH 등(2003)은 단삼 99% 에탄올 추출물의 DPPH radical 소거 활성이 8.27 μg/mL으로 ascorbic acid(9.48 μg/mL)와 비슷한 수치를 나타낸다고 보고하였으나 본 연구결과 단삼 용매별 추출물의 IC50은 양성대조구 L-ascorbic acid(67.29±0.23 μg/mL) 보다 높은 값을 나타내어 선행연구와는 다른 경향의 결과를 나타냈다. 단삼의 재배지역에 따른 DPPH radical 소거 활성은 재배지역에 따라 상당한 차이를 보인다고 Yang EJ 등(2007)은 보고하였으며, 재배시기 또는 실험조건의 차이로 추정된다. 본 연구 결과를 통해 단삼 열수 추출물, 30%, 50% 및 70% 에탄올 추출물 중 DPPH radical 소거 활성은 단삼 열수 추출물이 가장 높은 항산화 효과를 나타냈으며 유효성분은 극성인 물질로 사료되어 단삼 열수 추출물의 용매 분획에 따라 항산화 활성의 차이가 있을 것으로 판단하였다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              DPPH radical scavenging activity of different solvent extraction from Salvia miltiorrhiza
            
            

          

          
            
              
                	Sample
                	Concentration1)
                	Scavenging activity (%)
                	IC502) (μg/mL)
              

            
            
              	Hot water extract
              	100
              	19.89±0.25
              	566.68±4.093)b4)
            

            
              	200
              	26.77±0.14
            

            
              	400
              	39.21±0.19
            

            
              	30% Ethanol extract
              	100
              	15.80±0.32
              	632.23±9.26c
            

            
              	200
              	22.32±0.14
            

            
              	400
              	35.07±0.25
            

            
              	50% Ethanol extract
              	100
              	14.99±0.25
              	639.22±6.57c
            

            
              	200
              	20.33±0.37
            

            
              	400
              	34.43±0.19
            

            
              	70% Ethanol extract
              	100
              	15.76±0.88
              	829.57±35.81d
            

            
              	200
              	20.29±0.44
            

            
              	400
              	29.81±0.25
            

            
              	L-ascorbic acid
              	25
              	26.57±0.39
              	67.29±0.23a
            

            
              	50
              	34.18±0.19
            

            
              	100
              	71.89±0.14
            

          

          
            
              1) The concentration unit was μg/mL.
            

            
              2) Concentration required for 50% reduction of DPPH radical.
            

            
              3) Values are mean±S.D. of 3 experiments.
            

            
              4) a∼d Means with different superscripts on the table are significantly different (p<0.05).
            

          

          

        

      

      
        2. 단삼 열수 추출물의 용매 분획물에 의한 항산화 및 항염 활성
        
          1) DPPH 및 ABTS Radical 소거 활성
          단삼 용매 분획물의 DPPH radical을 50% 저해하는 농도인 IC50을 산출한 결과는 Fig. 2(A)와 같다. 양성대조구 L-ascorbic acid는 70.21±0.52 μg/mL, 단삼 EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물의 IC50은 417.91±4.83, 313.37±2.06 및 827.26±3.36 μg/mL로 확인되었다. 단삼 용매 분획물의 DPPH radical 소거 활성 결과 n-BuOH 분획물에서 가장 높은 항산화 효과를 나타냈다. 항산화 성분은 화합물의 용해도에 따라 극성이 다른 용매에서 추출된다고 Lapornik B 등(2005)은 보고하였으며 Choi JI 등(2009)은 칠면조 분획 추출물이 수소 공여체로 작용하는 많은 수산기가 포함되어 있어 산화의 원인인 free radical을 안정화시켜 항산화 활성을 나타냈다고 보고하였다. 항산화 활성은 식물의 2차 대사산물인 페놀성 화합물과 상관관계가 있다고 보고한 바 있으며(Azuma K 등 1999), Kim SS 등(2019)은 하례조생 추출물의 총 폴리페놀 함량이 증가할수록 radical 소거 활성이 증가하였다고 보고하였다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              IC50 values of DPPH radical scavenging activities (A) and ABTS radical scavenging activities (B) of ethyl acetate, n-butanol and water fractions of hot water extract from Salvia miltiorrhiza.
              a∼d Means with different superscripts on the graph are significantly different (p<0.05). Values are mean±S.D. of 3 experiments.

            
            

            

          

          단삼 용매 분획물의 ABTS radical을 50% 저해하는 농도인 IC50을 산출한 결과는 Fig. 2(B)와 같다. 양성대조구 trolox는 230.43±1.49 μg/mL, 단삼 EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물의 IC50은 2,287.14±192.67, 1,568.60±35.69 및 3,002.72±187.08 μg/mL로 확인되었으며, n-BuOH 분획물에서 가장 높은 ABTS radical 소거 활성을 나타냈다. DPPH는 free radical 소거 활성, ABTS는 cation radical 소거 활성을 측정한 방법으로, 두 기질과 반응물과의 결합 정도가 다르기 때문에 radical 소거 활성능력에 차이가 있으나 유사한 경향을 나타낸다고 보고하였다(Shin JH 등 2010). 본 연구 결과 선행연구와 같은 경향으로 DPPH radical 소거 활성과 같이 농도가 증가할수록 유의적으로 증가하는 경향을 보였으나 radical 소거 활성 능력에 차이를 나타냈다.

        

        
          2) Superoxide Anion Radical, Hydrogen Peroxide 및 Hydroxyl Radical 소거 활성
          체내의 free radical인 superoxide anion radical은 산소에 전자 한 개가 공급되어 만들어지는 것으로 활성산소 중 가장 먼저 생성되며, 강한 산화 작용으로 지질 과산화를 유발하여 직·간접적으로 세포 손상을 유발한다고 보고되어 있다(Campos Chiste R 등 2015; Hayyan M 등 2016). 일반적으로는 항산화 금속효소인 superoxide dismutase(SOD)의 작용에 의하여 superoxide anion radical의 산화환원반응을 촉매하여 hydrogen peroxide로 전환시키며(Fridovich I 1997), 생성된 hydrogen peroxide는 peroxide나 catalase 등에 의하여 불활성화시킬 수 있어 독성으로부터 세포를 방어하는 역할을 한다고 알려져 있으나 hydrogen peroxide 과량 생성으로 일부 전환되지 못할 경우 전자를 하나를 더 받아 hydroxyl radical 형성 및 산화적 스트레스가 발생하게 된다고 알려져 있다(Marklund S & Marklund G 1974; Benov L 등 1988). 단삼 용매 분획물의 superoxide anion radical을 50% 저해하는 농도인 IC50을 산출한 결과는 Fig. 3(A)와 같다. 양성대조구 quercetin은 218.30±11.52 μg/mL, 단삼 EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물의 IC50은 93.90±1.80, 82.76±1.41 및 155.57±1.98 μg/mL로 확인되었다. Quercetin은 bioflavonoid 중 하나로 식물색소의 일종으로 세포와 조직에서 항산화 효과를 나타내며(David AVA 등 2016; Remigante A 등 2022), Qi W 등(2022)은 quercetin이 GSH 합성을 유도하여 활성산소를 제거할 수 있다고 보고하였다. 본 연구 결과 단삼 용매 분획물 모두 양성대조구인 quercetin보다 높은 superoxide anion radical 소거 활성을 나타냈으며 그 중 n-BuOH 분획물이 가장 효과적인 것으로 확인되었다.

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              IC50 values of superoxide radical scavenging activities (A), hydrogen peroxide scavenging activities (B) and hydroxyl radical scavenging activities (C) of ethyl acetate, n-butanol and water fractions of hot water extract from Salvia miltiorrhiza.
              a∼d Means with different superscripts on the graph are significantly different (p<0.05). Values are mean±S.D. of 3 experiments.

            
            

            

          

          단삼 용매 분획물의 hydrogen peroxide을 50% 저해하는 농도인 IC50을 산출한 결과는 Fig. 3(B)와 같다. 양성대조구 sodium pyruvate는 886.23±5.19 μg/mL, 단삼 EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물의 IC50은 698.83±15.74, 430.91±2.47 및 3,019.79±149.62 μg/mL로 확인되었으며, EtOAc 및 n-BuOH 분획물은 양성대조구 sodium pyruvate보다 높은 소거활성을 나타냈다. 본 연구 결과 n-BuOH 분획물이 가장 높은 hydrogen peoxide 소거 활성을 나타냈으며, 용매 분획 과정에서 항산화 활성을 가지는 성분이 n-BuOH 분획물에 함유되어 용해 분획물 중 가장 높은 항산화 효과를 나타낸 것으로 판단된다. Kim WI & Kim WH(2002)은 단삼 추출물이 사람의 소장 상피세포에서 유래한 Caco-2세포에서 hydrogen peroxide에 의한 세포 손상을 방지하였다고 보고하였으므로 n-BuOH 분획물의 hydrogen peroxide 소거 활성은 소장 상피세포의 세포 손상을 방지할 수 있을 것으로 기대된다.

          단삼 용매 분획물의 hydroxyl radical을 50% 저해하는 농도인 IC50을 산출한 결과는 Fig. 3(C)와 같다. 양성대조구 mannitol은 3,141.21±37.52 μg/mL, 단삼 EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물의 IC50은 120.75±0.85, 85.08±6.36 및 150.07±3.93 μg/mL로 확인되었다. Bu HJ 등(2004)은 hydroxyl radical 소거 활성에 대한 항산화 효과는 항산화제로서 그 가치가 크다고 보고하였으며, 본 연구 결과 n-BuOH 분획물의 hydroxyl radical 소거 효과는 천연 항산화제로서 체내의 산화적 스트레스를 감소할 수 있을 것으로 사료된다.

        

        
          3) Nitric Oxide Radical 소거 활성
          Nitric oxide(NO)는 높은 반응성을 가진 활성산소 중 하나로 세포 내 L-arginine으로부터 nitric oxide synthase(NOS)에 의하여 생성되며 세포사멸 조절, 혈압조절, 신경전달 물질 등 체내의 생리적 균형을 유지하는데 중요한 역할을 한다고 알려져 있다(Snyder SH & Bredt DS 1992; Bogdan C 2001). NO의 과도한 생성은 대식세포의 과다 발현으로 세포 염증, 자가면역 질환을 유발하거나 superoxide anion과 반응하여 활성질소종인 peroxynitrite를 생성한다(Xu W 등 2002). Peroxynitrite는 독성이 강한 산화제로 지질 과산화, 세포독성을 일으켜 생식세포에 산화 손상을 유도하여 DNA 손상 등에 영향을 주는 것으로 보고되고 있으며(Beckman JS 등 1990; Sivaranjani N 등 2013), nitric oxide radical 소거 활성은 산화 억제 활성을 간접적으로 측정하는데 활용되고 있는 방법이다(Sueishi Y 등 2011). 단삼 용매 분획물의 nitric oxide radical을 50% 저해하는 농도인 IC50을 산출한 결과는 Fig. 4와 같다. 양성대조구 curcumin은 63.86±0.76 μg/mL, 단삼 EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물의 IC50은 504.83±14.39, 418.69±6.19 및 606.51±24.08 μg/mL로 확인되었다. 본 연구결과 n-BuOH 분획물이 가장 높은 nitric oxide radical 소거활성을 나타내었으며, 단삼의 메탄올 추출물이 농도 의존적으로 LPS로 유도된 NO 생성량을 억제한다고 Yun HJ 등(2007)은 보고하였다. Nitric oxide radical 소거 효과는 세포 내에서 NO 생성 억제에 대한 항염 효과를 유도할 수 있을 것으로 기대된다.

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              IC50 values of nitric oxide radical scavenging activities of ethyl acetate, n-butanol and water fractions of hot water extract from Salvia miltiorrhiza.
              a∼d Means with different superscripts on the graph are significantly different (p<0.05). Values are mean±S.D. of 3 experiments.

            
            

            

          

        

        
          4) Reducing Power
          Reducing power는 ferric chloride(Fe3+)가 항산화 물질과의 반응을 통해 ferrous chloride(Fe2+)로 환원되는 활성을 흡광도로 측정하는 방법으로 환원력이 클수록 높은 흡광도 값을 나타낸다(Kim HK 등 1995; Kim JH 등 2019). 환원력은 활성 산소종 및 free radical에 전자를 공여하는 능력으로 DPPH radical과 관련이 있으며(Choi YM 등 2007), 페놀 함량 및 항산화 활성과 상관관계를 나타낸다고 보고되어 있다(Pérez-Fons L 등 2010; Lee JB 등 2011). 단삼 용매 분획물의 농도에 따른 reducing power를 분석한 결과는 Fig. 5와 같다. 단삼 용매 분획물은 양성대조구인 BHT보다 낮은 활성을 보였지만 모든 시료에서 100, 200 및 400 μg/mL의 농도가 증가함에 따라 유의적으로 증가하였다. BHT는 0.799±0.006∼1.73±0.006, 단삼 용매 분획물은 n-BuOH > EtOAc > H2O의 순으로 0.428±0.003∼0.863±0.003, 0.412±0.002∼0.766±0.003 및 0.363±0.003∼0.536±0.004의 흡광도 값을 나타냈다. 본 연구결과 단삼 용매 분획물의 환원력 중 n-BuOH 분획물의 환원력이 가장 높았으며, n-BuOH 분획물의 높은 환원력은 높은 항산화 활성을 나타내는 것으로 판단된다. Ju JC 등(2006)은 16종의 한약재 열수 추출물의 환원력 분석 결과 단삼을 포함한 16종 한약재 모두 BHT보다 낮은 환원력을 나타냈다고 보고하였다.

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              Reducing powers of ethyl acetate, n-butanol and water fractions of hot water extract from Salvia miltiorrhiza.
              The data represent the absorbance vlaues acquired in reducing power assay with EtoAc, n-BuOH and H2O fractions of hot water extract from Salvia miltiorrhiza. a∼i Means with different superscripts on the graph are significantly different (p<0.05). Values are mean±S.D. of 3 experiments.

            
            

            

          

        

        
          5) Fe2+ Chelating 활성
          Fe2+ chelating 활성은 ferrozine이 Fe2+와 반응하여 복합체를 형성하면 붉은색을 나타내는데, chelating 효과를 가진 성분을 첨가하면 Fe2+ 이온 제거 및 Fe2+-ferrozine 복합체의 형성을 억제하여 발색이 저해되는 원리를 이용한 것으로(Gülçin İ등 2005), chelating 활성이 높을수록 낮은 흡광도의 값을 나타내게 된다. Fe2+, Cu2+과 같은 금속 이온은 단일 전자를 이동시킬 수 있어 세포 내 산화물을 형성하여 지질 산화의 촉매로 작용할 수 있고 hydroxyl radical, superoxide radical 등의 생성을 촉진하여 지질 산화를 유발하므로(Aboul-Enein AM 등 2003; Saiga AI 등 2003), 금속 이온의 제거는 금속 촉매제로 인한 free radical의 생성을 억제하여 지질 산화를 방지할 수 있는 주요 방법 중 하나이다(Xu XM 등 2007). 단삼 용매 분획물의 Fe2+ chelating 활성에 대한 IC50을 산출한 결과는 Fig. 6과 같다. 양성대조구 EDTA는 215.25±3.13 μg/mL, 단삼 EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물의 IC50은 572.72±7.69, 957.76±10.4 및 2,965.78±207.11 μg/mL로 나타났다. EDTA는 금속 chelate 화합물이며 강력한 chelate로 작용함으로써 식물의 납 흡수 억제 및 식품의 산화를 방지하는 역할을 한다고 알려져 있다(Mahoney JR 등 1986; Tandy S 등 2006). Fe2+ chelating 활성은 radical 소거 활성과 상관관계가 낮은 것으로 보고되어 있다(Graf E & Eaton JW 1990). 본 연구 결과 Fe2+ chelating 활성은 EtOAc 분획물에서 가장 우수한 것으로 나타나 radical 소거 활성과는 상반된 결과를 나타냈다. 따라서 n-BuOH 분획물의 항산화 활성은 Fe2+ chelating 활성에 의해서 나타난 것이 아님이 확인되었으며, 아마도 항산화성분이 전자 및 수소를 공여하므로 나타난 것으로 사료된다.

          
            
            

            Fig. 6. 
				
            

            
              IC50 values of ferrous iron chelating activities of ethyl acetate, n-butanol and water fractions of hot water extract from Salvia miltiorrhiza.
              a∼d Means with different superscripts on the graph are significantly different (p<0.05). Values are mean±S.D. of 3 experiments.

            
            

            

          

        

        
          6) 단삼 n-BuOH 분획물의 세포 생존율
          높은 항산화 효과를 나타낸 단삼 n-BuOH 분획물의 세포 독성을 평가하기 위한 RAW 264.7 세포의 세포 생존율은 Fig. 7과 같다. 대조구는 n-BuOH 분획물을 첨가하지 않은 실험구의 흡광도 값을 세포 생존율 100%로 하였으며, n-BuOH 분획물은 50, 100, 200 및 500 μg/mL농도에서 110.99±1.06, 99.57±0.38, 97.97±0.84 및 87.25±1.29%의 세포 생존율을 나타냈다. Yun HJ 등(2007)은 단삼 메탄올 추출물의 세포독성 결과 700 μg/mL 농도에서 세포 생존율에 영향을 주지 않았다고 보고하였으나 본 연구 결과 500 μg/mL 농도 세포 생존율에 영향을 주는 것으로 확인되어 선행연구와 다른 경향의 결과를 나타냈으며, 이는 실험방법 및 용매에 따른 차이로 사료된다. 세포의 생존율이 90% 이상으로 나타나면 세포독성을 유발하지 않는다고 판단하였으며, n-BuOH 분획물 50∼200 μg/mL농도로 NO 생성 억제 효과의 실험을 진행하였다.

          
            
            

            Fig. 7. 
				
            

            
              Effect of n-butanol (n-BuOH) fraction of hot water extract from Salvia miltiorrhiza on viability of RAW 264.7 cells.
              RAW 264.7 cells were treated with indicated concentrations of n-butanol fraction of hot water extract from Salvia miltiorrhiza. Viability was determined by MTT assay. Values are mean±S.D. of 3 experiments.

            
            

            

          

        

        
          7) 단삼 n-BuOH 분획물의 Nitric Oxide(NO) 생성 억제 효과
          단삼 n-BuOH 분획물이 LPS로 활성화된 RAW264.7 세포의 NO 생성 억제 효과는 Fig. 8과 같다. 대조구, LPS 단독 처리구, 50, 100 및 200 μg/mL 농도의 n-BuOH 분획물은 8.4±0.2, 45.6±1.3, 30.5±1.0, 18.3±1.3 및 15.2±0.8 μM을 나타내었으며, n-BuOH 분획물 첨가 농도에 따라 유의적으로 높은 NO 생성 억제 효과를 나타냈다. 염증반응은 미생물, 화합물 등에 의해 자극이 가해진 후의 인체의 방어기전으로, 대식세포는 면역기능, 염증반응을 조절하며, 항상성 유지에 있어 중요한 역할을 한다(Higuchi M 등 1990; Yoo HJ 등2008). LPS는 그람음성균의 세포벽에 존재하는 내독소(endotoxion)로, LPS에 의해 ROS, NO, PGE2 등과 같은 염증성 매개인자들의 생성을 증가시켜 염증 유도 물질로 알려져 있으며(Guha M & Mackman N 2001), 항산화제는 염증반응을 효과적으로 억제시켜 항염 등에 효과가 있다고 보고되어 있다(Tsai SH 등 1999). 가장 강력한 항산화 효과를 보인 n-BuOH 분획물을 사용하여 RAW264.7 세포에 처리한 결과 NO 생성 억제 효과를 나타내어 항염 효과가 있는 것으로 판단되며, 다른 염증성 대사산물에서도 유의적인 효과를 나타낼 것으로 사료된다.

          
            
            

            Fig. 8. 
				
            

            
              Effect of n-butanol (n-BuOH) of hot water extract from Salvia miltiorrhiza NO production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.
              Control, negative control; LPS, positive control.a∼e Means with different superscripts on the graph are significantly different (p<0.05). Values are mean±S.D. of 3 experiments.

            
            

            

          

        

        
          8) 총 폴리페놀 함량
          본 연구는 단삼 용매 분획물의 항산화 활성에 대한 총 폴리페놀 함량의 연관성을 목적으로 총 폴리페놀 함량을 측정하였으며 결과는 Table 2와 같다. EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물의 총 폴리페놀 함량은 111.45±0.39, 146.61±1.17 및 70.30±0.80 mg GAE/g으로 나타났다. Kim EY 등(2004)은 20종의 약용식물 추출물의 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량 측정 결과 총 폴리페놀의 함량이 높은 시료에서 항산화 활성이 뛰어났다고 보고하였다. 본 연구 결과 총 폴리페놀함량은 n-BuOH 분획물이 가장 높은 함량을 나타냈고, H2O 분획물이 가장 낮은 총 폴리페놀 함량을 나타내었다. 총 폴리페놀 함량의 다른 경향은 추출 용매 등에 따라 차이가 날 수 있다고 보고되어 있다(Seo SY 등 2017). n-BuOH 분획물의 높은 총 폴리페놀 함량은 단삼에 존재하는 여러 가지 페놀성 화합물들은 수용성 페놀 화합물일 것으로 판단하였다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              Total polyphenol contents of solvent fractions of hot water extract from Salvia miltiorrhiza
            
            

          

          
            
              
                	Sample
                	Total polyphenol (mg GAE1)/g)
              

            
            
              	EtOAc fraction
              	111.45±0.392)b3)
            

            
              	n-BuOH fraction
              	146.61±1.17c
            

            
              	H2O fraction
              	70.30±0.80a
            

          

          
            
              1) GAE: Gallic acid equivalent.
            

            
              2) Values are mean±S.D. of 3 experiments.
            

            
              3) a∼c Means with different superscripts on the table are significantly different (p<0.05).
            

          

          

        

      

    

    

  
    
      요 약
      본 연구는 단삼을 용매별 추출 및 분획하여 항산화 및 항염 활성을 확인하기 위해 화학적인 반응 및 in vitro의 방법으로 수행하였다.

      단삼 열수 추출물, 30%, 50% 및 70% 에탄올 추출물의 DPPH radical 소거 활성을 측정한 결과, 단삼 열수 추출물의 IC50이 566.68±4.09 μg/mL로 가장 높은 소거 활성을 나타내어 유효성분은 극성인 물질로 사료된다. 따라서 단삼 열수 추출물을 EtOAc, n-BuOH 및 H2O로 분획하여 항산화 활성을 측정하였다. 단삼 열수 추출물의 용매 분획물은 superoxide anion radical에서 양성대조구 quercetin보다, hydroxyl radical 소거 활성에서 양성대조구 mannitol보다 높은 소거 활성을 보였으며 단삼 용매 분획물 중 n-BuOH 분획물이 가장 강한 항산화 효과를 나타내었고, Fe2+chelating 활성 효과는 EtOAc 분획물에서 가장 우수한 것으로 나타나 n-BuOH 분획물의 항산화 활성은 Fe2+ chelating 활성에 의해서 나타난 것이 아님을 확인하였다. 가장 높은 항산화 활성을 보인 n-BuOH 분획물을 in vitro 실험에 적용하여 염증 조절 능력에 대한 효과를 확인한 결과, MTT 실험 결과에서 n-BuOH 분획물은 200 μg/mL 농도까지는 독성을 나타내지 않았으나, 500 μg/mL 농도에서는 87.25±1.29%로 독성을 나타냄을 확인하였다. Nitric oxide(NO) 생성 억제 효과에서는 농도 의존적으로 감소하였으며, n-BuOH 분획물은 200 μg/mL의 농도에서 15.2 μM로 LPS 단독 처리구(45.6 μM)에 비하여 유의적으로 NO 생성을 억제함을 확인하였다. 단삼 열수추출물의 용매 분획물 중 n-BuOH 분획물의 총 폴리페놀 함량이 146.61±1.17 mg GAE/g으로 가장 높게 나타난 결과는 단삼의 항산화 활성성분이 수용성 페놀화합물로 판단하였으며, 이는 기능성 식품소재로 활용도가 높을 것으로 기대되는 바이다.
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