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            초록
          
        

        
          Ginsenosides, the bioactive compounds found in Panax ginseng, are distributed throughout all the parts of the plant. However, during the harvesting process, the flowers are typically removed to prioritize root growth and subsequently remain underutilized. This study sought to investigate the potential applications of Panax ginseng flowers by assessing their antioxidant activity and inhibitory effects on oxidative stress. Ethanolic extracts of Panax ginseng flowers were prepared, and their bioactive properties were comprehensively evaluated. These extracts were found to have a total phenolic and flavonoid content of 32.24±2.54 mg/g and 6.46±0.82 mg/g, respectively. Antioxidant activity assays demonstrated a significant concentration-dependent enhancement in 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 2,2-Azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) radical scavenging activities. Specifically, the DPPH radical scavenging activity reached 62.23±1.84% at a concentration of 5 mg/mL, while the ABTS radical scavenging activity was 79.44±0.54% at 1 mg/mL concentration. The extract’s reducing power was measured as 2.105±0.017 at 5 mg/mL, and the ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay yielded an absorbance of 1.051±0.026 at the same concentration. Cytotoxicity assessments conducted on HepG2 cells indicated that the Panax ginseng flower ethanolic extracts exhibited low cytotoxicity, maintaining over 95% cell viability at concentrations up to 12.5 μg/mL. Furthermore, when oxidative stress was induced in the HepG2 cells using sodium nitroprusside (SNP), treatment with the extract significantly improved cell viability. At a concentration of 10 μg/mL, the extract restored cell viability to 56.78±2.58%, representing a 32% increase compared to the SNP-treated cells without the extract (p<0.05). These results highlight the significant antioxidant and cytoprotective properties of the ethanolic extracts of the Panax ginseng flower. Thus, Panax ginseng flowers, which are currently an underutilized part of the plant, have the potential to serve as a valuable source of bioactive compounds for the development of therapeutic agents aimed at mitigating oxidative stress-related diseases.
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      서 론
      인삼(Panax ginseng C. A. Meyer)은 한의학에서는 뿌리만을 약재로 사용해 왔고 식품업계에서도 뿌리를 추출하여 농축액이나 파우치 형태로 제품화하고 있다. 인삼은 항비만 효과(Kim HR 등 2019), 항산화 활성(Kim YC 등 2007), 항암 활성(Kim HY 등 2010), 주름개선 효과(Kim MJ 등 2012), 면역 활성(Sung JH 등 2004)이 있는 것으로 알려져 있다. 이는 인삼 뿌리 추출물에 관한 효능 연구가 대부분을 차지하고 있고 인삼의 꽃이나 잎에 관한 연구는 이루어지고 있지 않다. 또한 식품에 사용할 수 있는 인삼 부위는 뿌리, 줄기(수경재배), 잎, 열매, 씨앗으로 되어 있고 인삼꽃은 식품으로 사용할 수 있는 원료로 되어 있지 않아서 인삼꽃의 연구는 미비한 것으로 판단된다. 그러나 인삼의 대표적인 생리활성 물질인 ginsenoside는 인삼의 전체 부위에 다양하게 분포하고 있고 그 종류도 많아서 염증, 암 및 심혈관계 질환 등을 포함한 여러 질병에 대해 다양한 약리작용을 하는 것으로 보고되었다(Xue Q 등 2021).

      인삼꽃의 ginsenoside 분석에 관한 연구로는 Wu W 등(2016)은 인삼 꽃봉우리에서 14종의 ginsenoside와 5종의 malonyl ginsenoside를 분석하였고, Choi JE 등(2009)은 인삼꽃에 ginsenoside Rb2, Rc, Rd, Re, Rg1 및 총 ginsenoside가 많고 특히 Re의 함량은 채취시기와 관계없이 많이 함유되어 있다고 보고하였다. 또한 Kang MW 등(2020)은 ginsenoside Rg1, Rb1 및 Rg3의 합은 인삼꽃 에탄올 추출물에서 35.95 mg/g으로 백삼과 백미삼에 비해 높게 함유되어 있었고, 활성 사포닌으로 알려진 ginsenoside Rg3 및 CK(compound K)의 함량에서도 인삼꽃 에탄올 추출물이 10.50 mg/g으로 가장 높은 함량이라고 보고하였다. Cho SH(1977)은 인삼의 부산물인 인삼의 꽃과 세근에는 뿌리보다 많은 ginsenoside가 함유되어 있다고 하였다. 인삼꽃의 기능성에 관한 연구로 Kim HS & Ko KS(2021)은 인삼꽃 에탄올 추출물이 피부의 항산화 활성(DPPH), 세포독성(MTT assay), 항염효능(NO assay), 세포 재생 효능이 있어 피부노화 억제 효과가 있다고 보고하였고, Kim KH 등(2013)은 Bacillus subtilis를 이용하여 인삼꽃 발효물을 제조하는 것이 항산화 활성이 증가한다고 보고하였다.

      인삼을 수확하는 과정에서 4년 이상의 인삼은 뿌리의 생장을 돕기 위해 꽃을 제거하고 있으며 거의 활용하지 못하고 있는 실정이다. 많은 연구에서 인삼꽃도 인삼과 마찬가지로 사포닌을 함유하고 있다고 보고하였다. 따라서 본 연구에서는 인삼꽃 주정 추출물을 제조하고 항산화효능과 세포보호 효과를 조사하여 향후 인삼꽃의 활용 가능성을 모색하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료 및 주정 추출물 제조
        본 연구의 재료로 이용한 인삼꽃은 강원도 원주 소재의 대형마트에서 구입하였고 깨끗이 손질하여 동결 건조한 후 실험에 사용하였다. 주정 추출조건은 50% 주정과 재료를 1:1로 하여 90℃에서 6 hr 환류 냉각 추출방법으로 추출하였다. 인삼꽃 주정 추출물은 여과지(Whatmman No 41, Whatmman International Ltd., Maid stone, UK)로 이물질을 제거한 후 농축기(EYELA N-N series, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)로 농축하여 동결건조 후 냉동(—20℃) 보관하여 실험에 이용하였다.

      

      
        2. 총 페놀 함량 측정
        인삼꽃 주정 추출물의 총 페놀화합물의 함량은 Folin-Denis법(Folin O & Denis W 1915)을 응용하여 측정하였다. 인삼꽃 주정 추출물을 증류수로 희석한 추출물 0.2 mL을 시험관에 넣고 증류수를 1.8 mL와 Folin 시약 0.2 mL를 첨가하여 혼합한 다음 실온에서 3 min 방치하였다. 그리고 10% Na2CO3 포화용액 0.4 mL와 증류수 1.4 mL을 가하여 혼합하고 실온에서 1 hr 반응시킨 후 분광광도계(X-ma 3100, Human Corporation, Seoul, Korea) 725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질은 caffeic acid을 0∼100 μg/mL의 농도로 제조하여 시료와 동일한 방법으로 분석하였으며, 표준검량곡선으로부터 인삼꽃 주정 추출물의 총 페놀 함량을 계산하였다.

      

      
        3. 총 플라보노이드 함량 측정
        인삼꽃 주정 추출물의 총 플라보노이드 함량은 Moreno (Moreno MIN 등 2000)의 방법으로 시료 0.5 mL에 10% aluminum nitrate 0.1 mL, 1 M potassium acetate 0.1 mL 및 80% ethanol 4.3 mL를 차례로 혼합하고 실온에서 40 min 방치한 다음 분광광도계(X-ma 3100, Human Corporation, Seoul, Korea) 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질은 quercetin을 0∼100 μg/mL의 농도로 제조하여 시료와 동일한 방법으로 분석하였으며, 표준검량곡선으로부터 인삼꽃 주정 추출물의 총 플라보노이드 함량을 계산하였다.

      

      
        4. DPPH(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) Radical 소거활성 측정
        DPPH radical 소거활성은 Blois MS(1958)의 방법에 의하여 측정하였다. 즉, 시료 희석액 0.4 mL에 0.1 mM DPPH 용액 5.6 mL를 첨가한 후, 10 min 방치한 후 분광광도계(X-ma 3100, Human Corporation, Seoul, Korea) 525 nm에서 흡광도를 측정하였다. DPPH 라디칼 소거능은 시료 무 첨가구에 대한 첨가구의 흡광도 비로 나타내었다.
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        5. ABTS(2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) Radical 소거활성 측정
        ABTS radical 소거활성 측정은 Re R 등(1999) 방법에 따라 7.4 mM ABTS 용액에 2.6 mM potassium persulfate를 넣고 암실에서 12∼16 hr 동안 반응시킨 다음 ABTS+ 이온을 형성시킨 후 이 용액을 734 nm에서 흡광도 값이 0.7이 되도록 증류수로 희석하였다. 희석된 ABTS 용액 1 mL에 시료 500 μL를 가하여 실온에서 10 min 반응시켜 흡광도를 측정하였다. ABTS 라디칼 소거능은 시료 첨가구와 무첨가구의 흡광도 비로 나타내었다.
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        6. 환원력 측정
        인삼꽃 주정 추출물의 환원력 측정은 Oyaizu M 등(1986)의 방법으로 측정하였다. 즉, 농도별 시료 1 mL에 인산 완충액(200 mM, pH 6.6)과 1% potassium ferricyanide를 1 mL씩 차례로 혼합한 후 50℃에서 20 min 반응시켰다. 10% trichloroacetic acid(TCA)를 1 mL를 가하고 2,000 rpm에서 20 min 원심분리하여 얻은 상징액 2 mL에 증류수 1 mL와 0.1% ferric chloride 1 mL를 혼합한 후 700 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        7. FRAP(Ferric-Reducing Antioxidant Power)에 의한 항산화능 측정 
        FRAP 활성은 Benzie IFF ＆ Strain JJ(1996)에 의한 방법에 따라 측정하였다. FRAP 시약은 acetate buffer(pH 3.6), 40 mM HCl에 용해시킨 10 mM 2,4,6-tripyridyl-s-triazine(TPTZ), 증류수로 용해시킨 20 mM FeCl3·6H2O를 10 : 1 : 1(v/v/v)로 혼합하여 만들어 사용하였다. 실험은 각각의 시료 50 μL에 FRAP 시약 1.5 mL를 혼합한 후 37℃ 항온수조에서 5 min 반응시킨 후 분광광도계(X-ma 3100, Human Corporation, Seoul, Korea) 593 nm에서의 흡광도를 측정하였다. 높은 흡광도의 값은 높은 항산화 활성을 의미한다.

      

      
        8. 세포배양
        본 실험에 사용한 인간 간암세포인 HepG2(Hepatoblastoma, KCLB No. 88065)는 Korea Cell Line Bank로부터 구입하여 사용하였다. 100 units/mL의 penicillin-streptomycin(GIBCO, NY, USA)과 10% fetal bovine serum(GenDEPOT, TX, USA)이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(GenDEPOT, TX, USA)를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator(Sanyo MCO-18AC, PHC Corporation, Tokyo, Japan)에서 배양하여 사용하였다. 배양된 세포는 2∼3일마다 계대배양을 하면서 실험에 사용하였다.

      

      
        9. 세포내 산화적 스트레스에 대한 세포보호 효과
        세포가 75% confluence 상태가 되면 24-well plate에 5 × 104 cells/mL 농도로 1 mL씩 각 well에 분주하여 5% CO2와 37℃ 조건에서 48 hr 동안 배양시킨 후 세포 생존율에 영향을 미치지 않는 시료의 농도 범위를 측정하였다(data not shown). 24-well plate에 5 × 104 cells/mL 농도로 세포를 분주하고 24 hr 배양하고 배지에 녹인 시료를 1 mL를 첨가하고 다시 24 hr 배양하였다. 그 후 각 well의 상층액을 제거한 후 2.5 mM SNP(sodium nitroprusside) 용액 1 mL를 24 hr 처리하여 산화적 스트레스를 유발하였다. 산화적 스트레스 유발 후 인삼꽃 주정 추출물을 농도별로 처리하여 다시 24 hr 배양한 뒤 세포 생존율은 MTT assay를 이용하여 측정하였다. 즉, 상등액을 제거한 후 MTT 용액(5 mg/mL)을 각 well에 첨가하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 4 hr 더 배양 후 상등액을 제거하고 DMSO(dimethyl sulfoxide)을 이용하여 용해시킨 시료를 microplate reader(Epoch, Bio Tek Instruments, VT, USA)로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 흡광도 측정 시 공시료는 DMSO로 하였고, 세포의 생존율은 다음과 같이 계산하였다.
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        10. 통계처리
        실험 결과는 mean±S.D.로 표시하였으며 SPSS(Statistical Package for the Social Sciences) version 20.0 프로그램(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하여 분산분석(ANOVA) 및 t-test 방법으로 실시하였고, 각 측정 평균값의 유의성은 p<0.05 수준으로 Duncan’s multiple range test로 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 인삼꽃 주정 추출물의 총 페놀 및 플라보노이드 함량
        인삼꽃 주정 추출물의 총 페놀 및 플라보노이드 함량은 Table 1에 나타내었다. 인삼꽃 주정 추출물의 총 페놀 함량은 caffeic acid 등량값으로 표시하였으며, 시료 1 g 당 32.24±2.54 mg/g으로 측정되었다. 그리고 총 플라보노이드 함량은 quercetin 등량값으로 표시하였으며 시료 1 g 당 6.46±0.82 mg/g을 나타내었다. Kang MW 등(2020)이 보고한 인삼꽃 물 추출물의 총 페놀 함량은 22.85 mg/g, 인삼꽃 70% 에탄올의 총 페놀 함량은 28.85 mg/g을 나타내어 본 실험에서 사용한 인삼꽃 주정 추출물의 총 페놀 함량이 더 높게 나타났다. 또한 총 플라보노이드 함량에 있어서도 Kang MW 등(2020)이 보고한 인삼꽃 물 추출물(0.19 mg/g)과 70% 에탄올 추출물(1.09 mg/g)보다 본 연구에 사용한 인삼꽃 주정 추출물의 총 플라보노이드 함량이 더 높게 측정되었다. 이러한 결과는 추출 용매에 따라 인삼꽃의 총 페놀 함량과 총 플라보노이드의 함량이 달라지는 것을 알 수 있다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            The total phenols and flavonoid contents of ethanol extract from Panax ginseng flower
            (mg/g)

          
          

        

        
          
            
              	
              	Total phenols
              	Total flavonoid
            

          
          
            	Panax ginseng flower
            	32.24±2.541)
            	6.46±0.82
          

        

        
          
            1) Data are expressed as mean±standard deviation of three independent experiments.
          

        

        

      

      
        2. 인삼꽃 주정 추출물의 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거 활성
        DPPH는 그 자체가 free radical로서 활성산소를 의미하고 시료의 free radical 소거 능력이나 수소 공여능력을 평가하는 방법으로 짙은 자색을 띄는 diphenylpicrylhydrazyl이 항산화제에 의해 diphenylpicrylhydazine으로 환원되면서 색깔이 사라지는 것을 517 nm의 파장에서 흡광도를 관찰하여 측정하는 방법이다(Kim MJ 등 2018). ABTS 라디칼 소거 활성은 친수성 및 소수성 물질의 항산화 활성 평가에 모두 활용되는 방법으로 ABTS와 potassium persulfate의 반응으로 생성되는 ABTS+ free radical이 시료의 항산화 물질에 의해 제거되어 짙은 청록색이 무색으로 변화되는 원리를 이용한 방법이다(Lee CW 등 2016). 인삼꽃 주정 추출물의 DPPH 라디칼 소거능과 ABTS 라디칼 소거능은 Fig. 1과 같다. 인삼꽃 주정 추출물은 농도 의존적으로 DPPH 라디칼 소거 활성을 나타내었으며 0.625 mg/mL, 1.25 mg/mL, 2.5 mg/mL 및 5 mg/mL의 농도에서 각각 8.62±0.34%, 17.87±1.10%, 32.57±1.60% 및 62.23±1.84%를 나타내었다(p<0.05). Kim HS & Ko KS(2021)은 인삼꽃 에탄올 추출물 1 mg/mL의 농도에서 71.91±5.67%의 DPPH 라디칼 소거능을 보인다고 보고하였으나 본 연구결과에서는 5 mg/mL 농도에서 62.23±1.84%로 이보다 낮은 라디칼 소거능을 나타내었다. 이러한 차이는 Kim HS & Ko KS(2021)의 연구에서는 인삼꽃에 70% 에탄올을 가하고 25℃에서 6 hr 초음파 추출법으로 시료를 제조하였기에 본 연구 결과와 차이를 보이는 것으로 보인다. 인삼꽃 주정 추출물의 ABTS 라디칼 소거능은 농도 의존적으로 증가하였으며(p<0.05), 각각의 농도에서 0.25 mg/mL(25.18±0.78%), 0.5 mg/mL(49.53±0.41%), 0.75 mg/mL(67.45±0.57%) 및 1 mg/mL(79.44±0.54%)의 소거능을 나타내었다. Kang KM 등(2012)은 개두릅 추출물의 항산화 활성 측정결과 500 μg/mL의 농도에서 DPPH 라디칼 소거능은 52.90%를 나타내었으나 ABTS 라디칼 소거능은 같은 농도에서 99.16%로 ABTS 라디칼 소거능이 더 높게 나타났다고 보고하였다. 또한 Ryu HS 등(2018)도 새송이버섯과 팽이버섯 열수 추출물의 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능을 측정한 결과 시료농도 10 mg/mL에서는 40% 이하의 DPPH 라디칼 소거능을 나타내었고, 시료농도 5 mg/mL에서는 70% 이상의 ABTS 라디칼 소거능을 나타낸다고 보고하였다. 본 연구에서도 인삼꽃 주정 추출물 5 mg/mL에서는 DPPH 라디칼 소거능은 62.23±1.84%, ABTS 라디칼 소거능은 1 mg/mL의 농도에서 79.44±0.54%로 ABTS 라디칼 소거능이 낮은 농도에서 더 높은 소거능을 나타내어 두 연구 보고와 유사한 결과를 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            DPPH and ABTS radical scavenging activity of ethanol extract from Panax ginseng flower.
            Data are expressed as mean±standard deviation of three independent experiments. Different corresponding letters indicate significant differences by Duncan’s test (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        3. 인삼꽃 주정 추출물의 환원력 측정
        환원력은 Fe3+ 이온을 F2+ 이온으로 환원시키는 능력을 측정하는 방법으로 전자를 주는 환원력이 클수록 Fe2+ 생성이 높아 푸른색을 띠게 되고 강력한 항산화제가 되는데 높은 환원력을 가지는 물질은 흡광도 수치가 높게 나타난다(Kim SH 등 2010). 인삼꽃 주정 추출물의 Fe3+ 이온을 F2+ 이온으로 환원시키는 능력을 측정한 결과를 Table 2에 나타내었다. 인삼꽃 주정 추출물은 농도가 증가할수록 환원력이 증가하였으며(p<0.05), 인삼꽃 주정 추출물이 5 mg/mL 농도에서 가장 높은 2.105±0.017의 흡광도를 나타내었다. Kim KH 등(2013)은 인삼꽃 열수 추출물 5 mg/mL 농도에서 0.48±0.04의 흡광도를 나타낸다고 보고하였으나, 본 연구에서는 같은 농도에서 2.105±0.017로 더 높은 흡광도 값을 나타내었다. 그러나 화(花)차 개발의 일환으로 찔레꽃 열수 추출물 0.5 mg/mL에서의 환원력을 측정한 결과 0.775±0.003의 흡광도를 나타내어 인삼꽃 주정 추출물보다 높은 흡광도를 나타내었다(Yeo JS 등 2014).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Reducing power of ethanol extract from Panax ginseng flower (Absorbance)
          
          

        

        
          
            
              	
              	Concentration (mg/mL)
            

            
              	0.625
              	1.25
              	2.5
              	5
            

          
          
            	Panax ginseng flower
            	0.314±0.0061)a
            	0.606±0.017b
            	1.047±0.087c
            	2.105±0.017d
          

        

        
          
            1) Data are expressed as mean±standard deviation of three independent experiments.
          

          
            a∼d Means with the different letters are significantly different (p<0.05) by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

      

      
        4. 인삼꽃 주정 추출물의 FRAP Assay에 의한 항산화 측정
        FRAP 분석은 pH 3.6 이하의 조건에서 ferric tripyridyltriazine(Fe(Ⅲ)-TPTZ) 복합체가 항산화제에 의해 ferrous tripyridyltriazine(Fe(II)-TPTZ)로 환원되는 원리를 이용하여 항산화 활성을 측정하는 방법이다(Kim SG 등 2022). Table 3은 인삼꽃 주정 추출물을 이용하여 FRAP assay에 의한 항산화 활성을 측정한 결과이다. 인삼꽃 주정 추출물의 농도가 0.625, 1.25, 2.5 및 5 mg/mL일 때 각각의 흡광도 값이 0.179±0.006, 0.311±0.007, 0.549±0.023 및 1.051±0.026으로 농도 의존적으로 증가하였다(p<0.05). Beom SH 등(2021)의 보고에 의하면 찔레꽃 추출물이 항산화 화장품에 적용할 수 있는지를 검토하고자 찔레꽃 열수 추출물, 찔레꽃 70% 에탄올 추출물 및 찔레꽃 70% 아세톤 추출물을 제조 후에 비타민 C를 각각 첨가하여 시너지 효과를 나타내는지 평가하였고 그 결과 모든 시료에서 대조구로 사용한 ascorbic acid와 유사한 FRAP 값을 나타내었다고 보고하였다. 따라서 인삼꽃 추출물은 식품으로 사용할 수 있는 원료는 아니지만 높은 환원력을 보이므로 화장품 원료로 사용할 수 있는 좋은 생물자원이라고 판단된다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            FRAP activity of ethanol extract from Panax ginseng flower (Absorbance)
          
          

        

        
          
            
              	
              	Concentration (mg/mL)
            

            
              	0.625
              	1.25
              	2.5
              	5
            

          
          
            	Panax ginseng flower
            	0.179±0.0061)a
            	0.311±0.007b
            	0.549±0.023c
            	1.051±0.026d
          

        

        
          
            1) Data are expressed as mean±standard deviation of three independent experiments.
          

          
            a∼d Means with the different letters are significantly different (p<0.05) by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

      

      
        5. 인삼꽃 주정 추출물 처리에 의한 세포내 산화적 스트레스 억제효과
        
          1) 인삼꽃 주정 추출물이 HepG2 세포의 Cell Viability에 미치는 영향
          HepG2 세포에서 인삼꽃 주정 추출물의 세포독성을 조사하기 위해 다양한 농도(2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 및 25 μg/mL)를 세포 배양액에 처리하여 세포를 각각 24 hr 배양한 후 MTT assay 실시하여 살아있는 세포수를 확인하였고 아무것도 처리하지 않은 대조군(0 μg/mL)과 비교하여 세포 생존율을 Fig. 2에 나타내었다. 인삼꽃 주정 추출물 농도를 2.5∼25 μg/mL로 처리하였고, 12.5 μg/mL의 농도까지는 대조군과 큰 차이가 없는 95% 이상의 세포 생존율을 나타내었으나 25 μg/mL에서는 63.65±2.59%로 대조군에 비해 70% 이하의 세포 생존율을 나타내어 산화적 스트레스 개선효과 측정을 위한 인삼꽃 주정 추출물 농도는 10 μg/mL 이하로 진행하였다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Cytotoxicity of ethanol extract from Panax ginseng flower.
              1) Data are expressed as mean±standard deviation of three independent experiments. * p<0.05 indicating significant differences from the control group.

            
            

            

          

        

        
          2) 세포 내 산화적 스트레스에 대한 억제효과
          세포 내 항산화 방어시스템을 증가시킬 수 있는 항산화 물질 탐색 연구에서 인간의 간세포인 HepG2 세포를 모델로 사용하고 있으며(Chung MJ 등 2006; Kim SH 등 2008; Quan YY 등 2017), 본 연구에서도 인삼꽃 주정 추출물이 HepG2 세포내 산화적 스트레스로부터 세포를 보호할 수 있는지 세포 생존율을 측정함으로써 알아보았다. HepG2 세포에 인삼꽃 주정 추출물을 농도별로 처리한 후 세포내에서 NO(nitric oxide) 공여체를 생성시키는 SNP를 처리하여 산화적 스트레스를 유발시켰을 때 세포 생존율에 미치는 영향은 Fig. 3에 나타내었다. 아무것도 처리하지 않은 무처리군(normal), SNP를 처리한 대조군(0 μg/mL) 그리고 SNP 처리군에 인삼꽃 주정 추출물을 농도별(2.5∼10 μg/mL) 처리한 실험군을 비교하였다. 그 결과 무처리군의 세포 생존율을 100%라고 보았을 때, 대조군의 세포 생존율은 49.72±1.60%로 감소하였으며(p<0.001), 인삼꽃 주정 추출물을 2.5, 5, 7.5 및 10 μg/mL 농도로 처리하였을 때 각각 49.15±4.86%, 49.15±1.69%, 53.95±4.03% 및 56.78±2.58%로 농도 의존적으로 세포 생존율이 증가하였으며 특히 인삼꽃 주정 추출물 10 μg/mL의 농도에서는 대조군에 비해 유의적으로 세포 생존율이 증가하였다(p<0.05). 항산화 활성이 높은 시료에 대해서 세포 내 항산화 방어 시스템을 증가시켜 산화적 스트레스로부터 세포를 보호 할 수 있는지에 대한 연구가 진행되고 있다. 특히 Kim SH 등(2008)은 SNP를 처리한 HepG2 세포에 더덕 및 도라지 에틸아세테이트 분획물 100 μg/mL의 농도에서 SNP 처리 대조군에 비해 유의적으로 세포 생존율이 증가하였다고 보고하였다. Ryu HS & Choi HY(2024)는 SNP 처리군(41.89%)은 세포 생존율이 감소하였으나 삼채 주정 추출물 2.5∼10 μg/mL 농도로 처리한 결과 모든 농도에서 50% 이상으로 세포생존율이 증가(p<0.05)하였다고 보고하여 본 연구 결과와 유사한 경향을 나타내었다. 이상의 결과를 종합하여 볼 때, 인삼꽃 주정 추출물이 가진 항산화 활성이 세포 내에서 발생하는 활성산소의 생성을 억제하거나 또는 제거함으로써 산화적 스트레스로부터 세포를 보호하는 것으로 판단된다.

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Effect of ethanol extract from Panax ginseng flower against SNP (sodium nitroprusside)-induce cytotoxicity.
              1) Data are expressed as mean±standard deviation of three independent experiments. *** p<0.001 indicating significant differences from the normal group. # p<0.05 indicating significant differences from the SNP group.

            
            

            

          

        

      

    

    

  
    
      요 약
      인삼의 생리활성 물질인 ginsenoside는 인삼의 전체 부위에 다양하게 분포되어 있다. 그러나 인삼을 수확하는 과정에서 뿌리의 생장을 돕기 위해 꽃을 제거하고 있고 그 꽃을 활용하지 못하고 있는 실정이다. 본 연구에서는 인삼꽃의 활용 가능성을 모색하고자 인삼꽃 주정 추출물을 제조하여 항산화 활성 및 HepG2 세포를 대상으로 한 산화적 스트레스 억제 효과를 검색하였다. 인삼꽃 주정 추출물의 총 페놀 및 플라보노이드 함량은 각각 32.24±2.54 mg/g 및 6.46±0.82 mg/g의 함량을 나타내었다. DPPH 라디칼과 ABTS 라디칼 소거능은 농도 의존적으로 유의적으로 증가하였다. DPPH 라디칼 소거능은 5 mg/mL에서 62.23±1.84%를 나타내었고, ABTS 라디칼 소거능은 1 mg/mL에서 79.44±0.54%를 나타내었다. 환원력은 최고 농도인 5 mg/mL에서 2.105±0.017로 높은 환원력을 나타내었고, FRAP 측정 결과 같은 농도에서 1.051±0.026의 흡광도를 나타내었다. HepG2 세포에서 인삼꽃 주정 추출물의 세포독성 측정 결과 12.5 μg/mL의 농도까지는 95% 이상의 세포 생존율을 나타내었으나 25 μg/mL에서는 63.65±2.59%로 대조군에 비해 70% 이하의 세포 생존율을 나타내었다. HepG2 세포에 인삼꽃 주정 추출물을 농도별로 처리한 후 세포내에서 NO(nitric oxide) 공여체를 생성시키는 SNP를 처리하여 산화적 스트레스를 유발시켰을 때 세포 생존율 측정하였다. 그 결과 인삼꽃 주정 추출물 10 μg/mL에서 세포 생존율이 56.78±2.58%로 SNP 단독 처리군에 비해 32% 증가하였다(p<0.05). 따라서 인삼꽃 주정 추출물은 우수한 항산화 활성 및 세포보호 효과를 확인하였고 산화적 스트레스로부터 유발될 수 있는 각종 질병에 대한 도움을 줄 수 있는 활용 가능성이 높은 소재라고 판단된다.
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