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ABSTRACT

In this study, for the purpose of using Cornus kousa fruit as a material for health 

functional foods, the total sugar and reducing sugar content, total phenol and 

flavonoid content, total anthocyanin content and individual component analysis of 

polyphenol compounds were performed by extracts of ethanol concentration (distilled 

water, 20, 40, 60, 80, 100%). Antioxidant activity was also measured by measuring 

DPPH radical scavenging ability, trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC), ferric 

reducing antioxidant power (FRAP), oxygen radical absorbance capacity (ORAC), 

HepG2 cytoprotective effect and ROS production inhibitory activity. 

Total sugar content of extracts was 834.89 mg glucose/g in 100% ethanol extract 

and 559.49 and 561.44 mg glucose/g in 80% ethanol extract and 100% ethanol 

extract, respectively. The contents of total phenol, flavonoid and anthocyanin were 

20.08 mg GAE/g, 0.86 mg QE/g and 23.37 mg C3GE/100 g, respectively, in the 

60% ethanol extract. 

Catechin was identified as a major polyphenol compound of the C. kousa fruit. 

The protocatechuic acid, syringic acid, gallic acid and chlorogenic acid were detected. 

The total content of polyphenol compounds detected was also the highest at 358.47 

µg/g in 60% ethanol extract.

The results of analysis of DPPH radical scavenging ability, TEAC, FRAP and 

ORAC of extracts showed that 60% ethanol extract had the highest antioxidant 

activity. In addition, the protective effect of extracts for HepG2 cells induced 

oxidative stress by TBHP showed a concentration-dependent protection effect at 5~20 

µg/mL, and was best in 60% ethanol extract. The intracellular ROS production 

inhibitory activity of the extracts increased in a concentration dependent manner at 

5~20 µg/mL and showed the highest activity in 60% ethanol extract. Therefore, in 

this study, it was confirmed that the 60% ethanol extract of C. kousa fruit had the 

highest total phenol and flavonoid content, antioxidant activity, protective effect of 
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HepG2 cells induced by oxidative stress and inhibition of intracellular ROS 

production, and suggested that it could be used as a health functional food material.
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Ⅰ. 서 론

활성산소는 호기성 생물이 호흡하면서 체내로 유입된 산소가 대사 과정 중 

생성된 불안정한 유리 라디칼로서 생체에 감염을 일으키는 물질을 차단하는 역

할을 하는 것으로 알려져 있다(Jeong, 1991; Lee, 2007; Kang and Kim, 2015). 하

지만 스트레스, 대기오염, 대사율 증가 등으로 인해 활성산소가 체내에 과다 생

성되는 경우에는 DNA를 손상시키며 세포 괴사, 노화, 암, 성인병 등 인체에 악

영향을 일으키는 것으로 보고되었다(Koksal et al., 2017). 체내에서 과다 생성되는 

활성산소종을 억제해주는 방어체계에는 효소계 항산화제 superoxide dismutase 

(SOD), catalase (CAT), glutathione peroxide (GPx), glutathione reductase (GR), 

glutathione-S-transferase (GST)가 있으며 비효소적 항산화제로는 천연 항산화제인 

vitamin A, vitamin C, phenolic acid, flavonoid 등과 합성 항산화제 buthylated 

hydroxy anisol (BHA), buthylated hydroxy toluene (BHT) 등이 있다(Lee and Lee, 

2016). 하지만 합성 항산화제는 인체에 암을 비롯한 각종 질병 등 악영향을 주는 

것으로 보고되면서 비교적 안정한 천연물에서 유래한 항산화제의 연구가 활발하

게 이루어지고 있다.

산딸나무(Cornus kousa)는 층층나무과 식물로 산여지 또는 산딸이라 불리며 우

리나라 중부이남 또는 제주 한라산에서 자생한다(Fig. 1). 산딸나무의 높이는 

7~12 m 정도이다. 잎은 달걀형으로 가장자리가 물결 모양이며 꽃의 길이는 3~8 

cm로 백색의 꽃턱잎은 네 장씩 십자 모양을 이루고 있는 것이 특징이다. 나무의 

열매는 딸기 모양으로 10월 경 적색으로 성숙되고 지름 2.5 cm 안팎이다. 건조에 

약하나 양지에서 잘 성장하며 꽃과 열매는 미관상 효과가 뛰어나다. 또한 공해에 

강한 성질을 갖고 있어 가정이나 거리, 공원 등의 조경수로 많이 심기도 한다(조 

등, 2012). 산딸나무는 예로부터 꽃과 열매를 약재로 사용하였으며 소창, 지사효

과가 있다고 알려져 있다(So, 1994). 또한 예로부터 소화불량, 설사, 배탈 등에 효

과가 있어 열매를 달여서 복용하였다.

따라서 본 연구에서는 산딸나무 열매를 에탄올 농도별로 추출하여 페놀성 화합

물의 함량과 개별성분, 프리라디칼 소거능 및 세포 내에서의 항산화 활성을 비

교·분석하였다.
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Fig. 1. Fruit of Cornus kousa.
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Ⅱ. 연  구  사

1. 산딸나무 

산딸나무의 주요 성분으로 잎에서 tannin과 gallic acid, isoquercetin 등의 페놀성 

물질 등이 분리되었다(Ryu and Yook, 1971). Kim et al. (2008)은 산딸나무의 가

지, 잎, 꽃, 열매를 각각 80% 에탄올로 환류냉각 추출하여 총 페놀 및 플라보노

이드 함량, 항산화활성, tyrosinase 억제활성을 분석하였다. 그 결과 꽃이 모든 부

위를 통틀어 가장 우수한 활성을 지니고 있었으며 특히 tyrosinase 억제활성은 꽃

에서 유일하게 나타났음을 보고하였다. 또한 활성이 비교적 높았던 꽃과 잎의 에

탄올 추출물은 용매의 극성 순으로 분획하고 위와 동일한 실험을 진행하여 분획

물의 활성을 보고한 바 있다. Kim et al. (2010)은 GC/MS를 사용하여 산딸나무 

잎, 가지, 열매 혼합추출물에 대한 페놀화합물을 정량분석하였다. 그 결과 페놀 

성분으로 quercetin, chlorogenic acid, caffeic acid, gallic acid, syringic acid, 

p-coumaric acid, catechin, protocatechuic acid가 검출되었으며 그 중 quercetin이 산

딸나무의 주요 성분임을 보고하였다. 

Kim et al. (2002)은 산딸나무 열매의 메탄올 추출물을 mouse와 백혈병 세포주 

L210 및 HL60에 처리하여 면역조절기능을 검정한 결과, 세포 및 체액성 면역능

력을 증가시키고 각 암세포의 세포사멸을 촉진시켜 다양한 면역조절기능을 가지

고 있음을 보고하였다. 또한 Lee et al. (2006)은 산딸나무 열매를 메탄올로 추출

하고 에틸아세테이트, 부탄올, 물로 분배 추출하여 에틸아세테이트 분획으로부터 

sterol 화합물인 β-sitosterol, stigmast-4-en-6β-ol-3-one, daucosterol 3종을 산딸나무 

열매에서 최초로 분리하였다. 이 중 stigmast-4-en-6β-ol-3-one는 지상식물에서 매

우 드물게 존재하는 것으로 주로 해양식물에서 분리된 물질로 알려져 있음을 보

고하였다. 열매에서 분리된 β-sitosterol은 유방암세포의 사멸을 유도하고 항염증

과 해열작용 등의 기능이 보고된 바 있으며(Gupta et al., 1980; Awad et al., 

2003), daucosterol은 암세포에 세포 사멸을 유도하고 증식을 억제하는 효과가 보

고되었다(Zhao et al., 2015; Wang et al., 2016). 

층층나무과 식물 6종의 안토시아닌 함량을 보고한 Vareed et al. (2006)에 의해 
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산딸나무 열매의 안토시아닌은 처음 보고되었다. 안토시아닌 cyanidin 

3-O-galactoside, cyanidin 3-O-glucoside가 sample g당 각각 0.02, 0.16 mg 검출되었

는데 cyanidin 3-O-galactoside와 cyanidin 3-O-glucoside는 산화적 스트레스에 강하

고 항산화 효과가 우수하다고 보고된바 있다(Lee et al., 2009). 다른 안토시아닌 

delphinidin 3-O-glucoside, delphinidin 3-O-rutinoside, delphinidin 3-O-galactoside, 

pelargonidin3-O-galactoside는 검출되지 않았으며 산딸나무 열매의 안토시아닌 함

량은 6종의 층층나무과 식물 중에서 가장 적은 안토시아닌 함량이 확인되었다.   

Vareed et al. (2007)은 산딸나무 열매의 메탄올, 에틸아세테이트 분획에서 생물학

적 분리 및 구명을 통해 myricetin 3-O-rhamnoside, kaempferol 3-O-glucoside, 

cornin, stenophyllin, ursolic acid, β-sitosterol을 분리하였으며 분리된 물질의 지질

과산화와 종양세포주의 억제활성을 보고하였다. 이 등(2010)은 산딸나무 열매에

서 2차 대사산물 22종(lignans, triterpenoids, flavonoids, sterols)을 분리하였으며 분

리된 lignan과 triterpenoid는 종양세포종인 HCT-116, HeLa, MCF-7에 세포 독성을 

나타내었고 항암, 항고혈압, 항고콜레스테롤혈증의 활성이 있음을 보고하였다. 또

한 산딸나무 열매의 열수 추출물과 40% 에탄올 교반 추출물은 xanthine oxidase와 

α-glucosidase, tyrosinase, collagenase 그리고 HAase의 저해활성을 나타내 항산화, 

항당뇨, 기능성 화장품 소재, 통풍억제 등의 기능이 있음을 보고하였다(Lee et al., 

2015).  

2. 활성산소

1) 활성산소의 생성

분자나 원자의 최외각 전자궤도에 짝을 이루지 못한 전자를 가지고 있는 활성

산소는 호기성 생물이 생명을 유지하기 위한 호흡과정에서 꾸준히 생산되는 부

산물이며, 체내로 유입된 산소가 미토콘드리아와 세포질에서 대사 과정 중 생성

된 불안정한 유리 라디칼이다(Kang and Kim, 2015). 

2) 활성산소의 생성 요인

활성산소는 생체 내부 및 외부 요인에 의해 생성된다. 생체 내부요인으로는 주

로 세포 대사 및 산화효소·박테리아 작용이 있으며, 외부 요인으로는 대기오염, 
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흡연, 자외선 등이 있다(Ko et al., 2010).   

3) 활성산소의 종류

활성산소의 종류로는 과산화수소(hydrogen peroxide), 슈퍼옥사이드 라디칼

(superoxide radical), 하이드록실 라디칼(hydroxyl radical), 일중항산소(singlet 

oxygen), 삼중항산소(triplet oxygen) 등이 있으며 불안정한 구조로 인하여 반응성

이 크기 때문에 생체물질과 반응하게 되어 여러 종류의 피해를 유발시킨다. 

4) 활성산소가 인체에 유발하는 피해

활성산소는 감염을 유발하는 이물질의 침입을 차단하여 생체를 방어하는 능력

을 갖추고 있는 것으로 알려져 있다(Jeong, 1991; Lee, 2007). 하지만 생체 방어기

전에 이상이 생기거나 물리, 화학적 요인이 작용하는 경우, 세포 내의 항상성에 

불균형이 나타나 과량의 활성산소가 존재하게 되고 산화 스트레스를 유발한다

(Yeon et al., 2013). 활성산소는 인체를 구성하는 기본물질인 일부 아미노산과 빠

르게 반응함으로써 단백질 구조를 파괴하거나 변형을 일으켜 세포의 apoptosis를 

유도하고 기능적 활성 소실, 유전자 조절 및 발현에 있어 기능을 상실시킨다. 또

한 DNA를 직접적으로 손상시켜 돌연변이를 유발하고 헥산의 변형을 초래한다. 

그 이외에도 노화, 암, 동맥경화, 염증, 중추신경장애, 허혈성 심장질환, 당뇨 등 

인체에 악영향을 유발하는 것으로 알려져 있다(Koksal et al., 2017). 또한 활성산

소는 인체의 기관에도 피해를 유발하는 것으로 알려져 있으며 그 예로 간세포가 

있다. 간세포의 미토콘드리아는 주로 에너지 생성을 수행하고 있으며 비정상적인 

세포를 분해하는 역할을 한다. 미토콘드리아는 아세틸 CoA 산화와 전자전달계를 

통한 산화적 인산화에 관여하게 되는데 대사가 일어나는 내막에서 활성산소가 

주로 생성된다고 알려져 있다. 활성산소가 과다 생성된 경우 세포막의 불포화지

방산과 결합하여 지질과산화를 유발하며 간세포의 산화적 손상을 일으킨다. 미토

콘드리아의 주 기능인 호흡 연쇄 활성이 손상되는 경우에는 활성산소가 더 많이 

발생하게 되고 따라서 산화적 스트레스가 나타나 염증, 섬유화, 간경화, 암 등에

도 관여하는 것으로 보고되었다(건강기능식품 기능성 평가 가이드, 2015; Jang et 

al., 2016). 
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3. 항산화제

1) 효소계 항산화제

항산화효소는 체내에서 활성산소종에 의한 피해를 억제해주는 역할을 하며, 그 

종류에는 SOD, CAT, GPx, GR, GST 등이 있다. SOD는 초과산화이온을 과산화수

소와 산소로 변환하여 세포에 나타나는 독성을 완화시켜주는 효소로, 그 종류에

는 시토졸의 Cu/Zn을 가지는 SOD, 미토콘드리아 막의 Mn을 가지는 SOD 등이 

존재한다. CAT는 SOD에 의해 환원된 과산화수소 이외에도 포유동물 세포의 

peroxisome의 효소, xanthine oxidase와 미토콘드리아 전자전달계에서 생성된 과산

화수소를 독성이 없는 물과 산소로 분해하여 활성산소로부터 세포를 보호하는 

역할을 한다(Choe et al., 2003; Boo et al., 2011). GPx는 여러 조직 내에 존재하

며, 활성부위에 셀레늄을 함유하고 환원형 glutathione (GSH)를 산화형 glutathione 

(GSSG)로, 과산화수소를 물로 환원시키는 촉매역할을 한다. GR은 포유동물 조직 

내의 존재하는 flavoprotein으로 시토졸에 위치하고, NADPH 존재하에 GSSG를  

GSH로 환원시켜 간접적으로 세포를 보호함으로써 항상성 유지에 기여한다(Kim 

and Han, 2018). GST는 내·외재적으로 electrophilic compounds의 해독에 관여하며, 

GPx에 의해 프리라디칼을 제거함으로써 산화스트레스로부터 보호작용을 하는 

phase II 효소이다(Kim et al., 2017).

2) 비효소계 항산화제

비효소계 항산화제에는 합성 항산화제와 천연 항산화제가 있다. 합성 항산화제

는 아민계, 설파이드계, 페놀계 등으로 구분되며 그 중 페놀계 합성 항산화제 

BHA, BHT, tert-buthylhydroquinone (TBHQ) 등이 식품 산업에서 다방면으로 사용

되어왔다. 천연 항산화제는 식물로부터 유래된 물질인 glutathione, thioredoxin, 

carotenoid와 다양한 방향족 화합물, vitamin A, B, C, E 등이 있다(Lee and Lee, 

2016). 

합성 항산화제는 천연 항산화제에 비하여 항산화력이 우수하고 비용이 저렴한 

장점이 있으나 열에 불안정하고 과량섭취 시 생체효소 및 지방의 변이로 암을 

비롯한 병을 유발하며 간 비대, 간장 중 microsomal enzyme activity의 증가 등 부
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작용이 있는 것으로 알려져 있다(Park et al., 1991; Choi et al., 1992; Jeong et al., 

2006). 

4. 폴리페놀

Pytochemical은 식물체의 생육단계에서 생산되는 물질로 항산화 활성과 다양한 

생리활성 기능들을 가지고 있어 섭취 시 인간이 건강하게 살아가는데 도움을 제

공한다(Lim et al., 2004). 그 중 식물체의 과실과 영양체에 주로 존재하는 폴리페

놀은 식물 조직을 지지하고 보호하며 화분 매개충을 식물체로 유인하고 다른 식

물의 생육을 억제하는 알레로패시의 기능을 가진다(Park et al., 2011). 최근에는 

항산화, 항암 및 항염 등의 약리학적 기능을 가지고 있는 것으로 보고되어 오늘

날 제약 및 건강기능식품 산업계에서 많은 연구가 이루어지고 있다. 

폴리페놀은 분자 하나에 2개 이상의 하이드록실 그룹을 가지는 방향족 화합물

로, 페놀성 고리 및 구조에 따라 플라보노이드류와 비플라보노이드류로 구분된

다. 플라보노이드류는 15개의 탄소 골격을 기본으로 A링, B링, C링에 선형 탄소

사슬이 결합되어 있는 형태이다(Fig. 2). C링의 산화 상태에 따라 Fig. 3과 같이 

flavonol, flavone, isoflavone, anthocyanidin, flavanone, flavanol로 분류되며 비플라보

노이드류는 phenolic acid, stilbene, lignan 등으로 구분된다(Del Rio et al., 2013).
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Fig. 2. Basic structure of flavonoid.

Fig. 3. Classification of polyphenols.
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5. 용매 추출

용매추출은 식물에서 기능성 물질을 추출하는 방법 중 하나로, 식물체에 삼투

압과 모세관 현상 등에 의하여 용매가 흡수되면 용매 농도에 의해 식물체 조직

이 손상됨으로써 유용물질이 침출되고 용해되지 않던 물질들까지 가용화시켜 세

포 내부에서 바깥으로 확산되는 현상을 이용하는 추출방법이다(Kim and Hong, 

2012). 

기존에는 식물의 기능성 성분을 추출하기 위해 열수 추출 방법을 사용하였으

나 점차 추출 효율 증대 및 추출 시간을 단축하기 위하여 유기용매 추출법을 사

용하는 연구사례가 증대되고 있다. 추출용매는 추출하고자 하는 물질을 잘 용해

하고 농축이 쉬운 용매를 사용하는 것이 일반적이며 추출에 사용되는 유기용매

에는 ethanol, methanol, hexane, isopropyl alcohol, ethyl acetate, acetone 등이 있다.

Lapornik et al. (2005)은 식물체의 안토시아닌과 폴리페놀은 용매에 따라 추출

함량이 달라지며 70% 에탄올을 용매로 하는 추출물은 물 추출물에 비하여 폴리

페놀과 안토시아닌 함량이 2배 이상 더 높게 측정되었다고 보고한 바 있다. 또한 

Kim et al. (2006)은 극성이 높은 유기용매에서 높은 항산화 활성이 나타난다고 

보고한 바 있다. 

유기용매 추출은 다양한 성분들을 용도에 맞게 추출할 수 있는 장점이 있지만 

용매 제거가 어렵기 때문에 용매잔류로 인한 독성이 존재한다(건강기능식품 기능

성 원료 및 기준·규격 인정에 관한 규정, 2018). 또한 장시간 추출에 의하여 성분

이 파괴되는 문제가 존재함에 따라 건강기능식품 기능성 원료로서의 기능성뿐만 

아니라 안정성을 고려하였을 때 기본적으로 사용할 수 있는 물과 에탄올을 본 

연구에서 산딸나무 열매 추출물의 용매로 사용하였다.          
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Ⅲ. 연 구 목 적

현대사회가 급속도로 발전함에 따라 사람들의 생활수준이 높아지고 의학이 발

달함으로써 우리나라는 전 세계에서 고령 사회로 접어드는 수준이 가장 빠른 나

라가 되었다. 또한 사람들의 식습관이 점차 서구적으로 변화함에 따라 성인병 및 

각종 질병 등의 문제가 발생하고 있으며 이를 극복하고 건강한 삶을 살아가고자 

하는 사람들이 증가하고 있다. 사람들의 건강에 대한 관심이 증가하면서 질병을 

예방하고 건강을 증진하기 위하여 사람들은 건강과 관련해 많은 지출을 하고 있

다(Suh, 2006). 그 중 건강기능식품의 소비는 꾸준히 증가하고 있는 추세로 과거

에는 중장년층이 주 소비자층이던 것에 비해 최근에는 셀프 메디케이션

(self-medication) 트렌드가 확산되면서 젊은 세대층 또한 많은 소비를 하고 있다. 

따라서 건강기능 식품 개발을 목적으로 하는 연구가 국내·외에서 다양하게 수행

되고 있으며 그 중 천연물의 기능성에 대한 관심이 높아져 식물 소재로부터 유

래한 성분의 연구와 가공 및 식품 개발 등이 활발하게 이루어지고 있다(Won et 

al., 2015). 

선행연구로부터 산딸나무 열매에는 여러 기능성 물질이 함유되어 있으며 우수

한 생리활성을 나타내는 것으로 확인되었다. 하지만 페놀 및 플라보노이드 함량

과 항산화 활성을 최대화 할 수 있는 추출조건에 관한 보고는 제한적인 것으로 

판단되었다. 식물을 에탄올로 추출할 때 에탄올 농도에 따라 페놀 화합물의 함량 

및 항산화 활성은 달라지는 것으로 보고되어 있으며 용매의 적절한 에탄올 농도

를 탐색하는 것은 산딸나무 열매 추출물의 부가가치를 높이는데 유용할 것으로 

보인다. 따라서 본 연구는 산딸나무 열매를 건강기능식품 소재로 활용하기 위한 

기초자료를 제공할 목적으로 산딸나무 열매의 추출 공정에서 용매의 에탄올 농

도(증류수, 20, 40, 60, 80, 100% 에탄올)를 추출 요인으로 설정하여 용매의 에탄

올 조성이 산딸나무 열매의 총 페놀 및 플라보노이드 함량, 항산화 활성, 산화스

트레스가 유도된 HepG2세포의 보호효과와 세포 내 활성산소종 억제능에 미치는 

영향을 조사하였다. 
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Ⅳ. 재료 및 방법

1. 시료 및 추출물의 제조 

본 연구에 사용된 산딸나무 열매는 2017년 10월경 제주대학교 내에서 성숙된 

붉은 열매만을 선별하여 수확하였다. 열매는 세척한 후에 –80℃에서 보관 후 일

주일 동안 동결건조를 실시하였다. 건조된 시료는 분쇄기를 사용하여 분말로 제

조하였고 시료와 에탄올 농도별 용매(증류수, 20, 40, 60, 80, 100% 에탄올)를 

1:20 비율로 혼합하여 80℃에서 90분씩 3회 반복하여 환류냉각 추출하고 여과하

였다. 이후 감압농축기(Hel-VAP Precision, Heidolph, Germany)를 사용하여 추출한 

시료를 농축하고 동결건조하여 건조된 시료를 본 실험에 사용하였다.

  

2. 추출물의 성분 분석

1) 총 당 및 환원당 함량 분석 

각 추출물의 총 당 함량은 phenol-sulfuric acid 방법을 변형하여 분석하였다. 각 

추출물 100 µL에 5% phenol 100 µL를 혼합한 후 95% H2SO4 500 µL를 가하여 

상온에서 20분간 반응시켰다. 이후 UV-spectrometer (UV-1800, Shimadzu, Japan)를 

사용하여 470 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 당 함량은 glucose를 표준물질로 

사용하여 작성한 검량선으로 환산하였다. 

각 추출물의 환원당 함량은 dinitrosalicylic acid (DNS)법을 변형하여 분석하였

다. 각 추출물 100 µL와 DNS 시약을 1.2 mL를 혼합한 후 90℃에서 10분간 반

응시켰다. 이후 반응을 중지하기 위해 얼음을 사용하여 10분간 냉각시키고 

UV-spectrometer를 사용하여 575 nm에서 흡광도를 측정하였다. 환원당 햠랑은 

glucose를 표준물질로 사용하여 작성한 검량선으로 환산하였다.   
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2) 총 페놀 및 플라보노이드 함량 분석 

총 페놀 함량 분석은 Ko et al. (2017)의 방법을 사용하여 분석하였다. 각 추출

물 20 µL에 증류수 700 µL를 혼합한 후 Folin-Ciocalteu 시약 100 µL를 가하고 혼

합하여 2시간 반응시켰다. 이후 20% Na2CO3를 100 µL씩 가하였다. 반응액은 1시

간 정치하고 microplate reader (i-Mark 168-1135, Bio-Rad, USA)를 사용하여 750 

nm 에서 흡광도를 측정하였다. 총 페놀 함량은 gallic acid를 표준물질로 사용하여 

작성한 검량선으로 환산하였다. 

총 플라보노이드 함량은 Ko et al. (2017)의 방법을 사용하여 분석하였다. 각 추

출물 100 µL에 에탄올 300 µL, 10% aluminum nitrate 20 µL, 1 M CH3COOK 20 

µL를 혼합하였으며 이후 혼합액에 증류수 560 µL를 가하여 1시간 방치시켰다. 

이후 microplate reader를 사용하여 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라보노

이드 함량은 quercetin을 표준물질로 사용하여 작성한 검량선으로 환산하였다. 

3) HPLC를 이용한 추출물의 폴리페놀 성분 분석

각 추출물의 폴리페놀 화합물은 high-performance liquid chromatography

(HPLC-DAD, Shimadzu, Japan)를 사용하여 분석하였다(Table 1). 본 연구에서 사용한 

폴리페놀 화합물의 표준물질은 다음과 같다(Table 2). Column은 YMC-Triart C18 

column (250×4.6 mm, YMC, Korea)를 사용하였으며 column의 온도는 40℃로 설정

하여 분석하였다. 이동상은 A: 0.1% trifluoroacetic acid가 함유된 증류수, B: 0.1% 

trifluoroacetic acid가 함유된 아세토니트릴을 사용하였으며 이동상의 유속은 1 

mL/min, 검출파장은 245, 260, 320 nm 조건 하에 분석을 수행하였다.
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Table 1. Analysis conditions of polyphenol compounds using HPLC.

Content Condition

Column YMC-Triart C18 (250×4.6 mm, YMC, Korea)

Column temperature 40℃

Wavelength 245, 260, 320 nm

Mobile phase
A: 0.1% trifluoroacetic acid in water

B: 0.1% trifluoroacetic acid in acetonitrile

Flow late 1 mL/min

Gradient conditions

Time (min) A (%) B (%)

0.01 90 10
5.00 80 20

20.00 80 20

25.00 80 20
35.00 75 25

50.00 75 25
55.00 40 60

57.00 20 80
62.00 20 80

65.00 90 10

70.00 90 10

Injection volume 20 µL

Table 2. Retention time of polyphenol compound standards.

Label Standard Retention time (min) Wavelength (nm)
a Gallic acid 5.033 245

b Catechin 10.144 320
c Chlorogenic acid 10.456 260

d Caffeic acid 11.866 260
e Syringic acid 12.438 320

f p-Coumaric acid 16.115 260

g Protocatechuic acid 26.019 320
h Myricetin 30.962 260

i Quercetin 47.477 260
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4) 총 안토시아닌 함량 분석

총 안토시아닌 함량 분석은 Li and Jeong (2015)의 방법을 변형하여 분석하였

다. 각 추출물의 동결 건조된 시료 0.1 g에 25 mM KCl buffer (pH 1.0)와 400 

mM CH3COONa buffer (pH 4.5)를 각각 혼합한 이후 원심분리하여 상층액을 분석

시료로 이용하였으며 UV-spectrometer를 사용하여 520 nm와 700 nm에서 각각의

흡광도를 측정하였다. 추출물의 총 안토시아닌 색소함량은 cyanidin 3-O-glucoside

를 기준으로 계산하였다. 

Total anthocyanin content (mg/L) = (A × MW × 1000 × DF) / ε × L

A (absorbance) = (A510 – A700) pH1.0 - (A510 – A700) pH4.5 , MW = Molecular 

weight of cyanidin 3-O-glucoside (449.2 g/mol), DF = Dilution factor, ε = Molar 

absorbance of cyanidin 3-O-glucoside (26,900 M-1cm-1), L = Cell pathlength (1 cm) 

3. 추출물의 항산화 활성 측정

1) DPPH radical 소거능

각 추출물의 DPPH radical 소거활성은 Shin and Song (2017)의 방법을 변형하여 

측정하였다. 각 추출물 20 µL와 150 µM 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 용액 

180 µL를 가하여 혼합한 뒤 암소에 30분간 정치하였다. 이후 microplate reader를 

사용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. DPPH radical 소거능은 다음과 같은 

계산식을 사용하였으며 DPPH radical을 50% 소거하는데 요구되는 시료의 양을 

RC50으로 표기하였다.         

DPPH radical scavenging rate (%)= [1 - (absorbance of sample – absorbance of 

sample blank) / absorbance of control] × 100 
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2) Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)

TEAC는 Zulueta et al. (2009)의 방법을 변형하여 측정하였다. ABTS radical을 생

성시키기 위해 7 mM ABTS, 2.45 mM potassium persulfate를 암소에 24시간 방치

시켰으며 실험에 사용하기 직전에 ABTS radical 용액을 734 nm 파장에서 흡광도 

값이 0.70이 되도록 증류수로 희석하였다. 이후 각 추출물 50 µL에 ABTS radical 

용액 1 mL를 혼합하여 3분간 방치 후 UV-spectrometer를 사용해 734 nm에서 흡

광도 값을 측정하였다. 표준물질로 trolox를 사용하였으며 작성된 검량선으로 건

조시료 1 g당 trolox 농도(mM TE/g)로 나타내었다.

3) Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

FRAP은 Guo et al. (2003)의 방법을 변형하여 측정하였다. FRAP 시약은 300 

mM sodium acetate buffer (pH 3.6)와 10 mM 2,4,6-tripyridyl-s-triazine, 20 mM 

FeCl3를 10:1:1의 비율로 혼합하여 제조하였다. 각 추출물 50 µL와 37℃에서 30분

간 반응시킨 FRAP 시약을 150 µL 가하여 37℃에서 15분간 반응시켰다. 이후 

microplate reader를 사용하여 595 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 

FeSO4를 사용하였으며 작성된 검량선으로 건조 시료 1 g당 FeSO4 환원력(mM 

FE/g)으로 나타내었다.

4) Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)  

ORAC 분석은 Cao et al. (1993)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추출물 50 µL에 

78 nM fluorescein 150 µL를 혼합하여 37℃에서 10분간 방치하였다. 이후 221 

mM 2,2’-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)를 가하였다. 형광도는 

microplate reader를 이용하여 excitation 485 nm, emission 535 nm에서 60분간 1분 

간격으로 측정하였다. Trolox를 표준시약으로 사용한 검량선으로 건조 시료 1 g

당 trolox 농도(mM TE/g)로 나타내었다.
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4. HepG2 세포 모델에서 추출물의 항산화 활성 측정   

1) HepG2 세포배양 

본 실험에 사용된 세포주는 human hepatoma로부터 유래된 HepG2 세포로 배지

는 5% FBS와 penicillin 100 unit/mL, streptomycin 50 µg/mL가 함유된 DMEM을 

사용하였으며 5% CO2가 공급되는 incubator (HERAcell 150i, Thermo Scientific, 

USA)에서 37℃를 유지시켜 T자형 flask에서 배양하였다. 또한 모든 실험에 사용

된 세포는 약 80% confluent 되었을 때 사용하였다.  

2) 세포 생존율 및 산화스트레스로부터 세포 보호 효과 

HepG2 세포는 24-well plate에 5×104 cells/well의 농도로 각 well에 분주하였다. 

24시간 후에 기존의 배지를 제거하고 FBS를 첨가하지 않은 배지로 교환하였으며 

산딸나무 열매 에탄올 농도별 추출물을 5, 10, 20 µg/mL 농도로 각각 처리하였

다. 12시간 후 산화스트레스를 유도하기 위하여 100 µM tert-butyl hydroperoxide 

(TBHP)를 처리하여 12시간 동안 배양하였다. 이후 각 well에 1 mg/mL 농도의 

MTT 시약을 넣어 2시간 반응시키고 제거하였으며 DMSO를 넣어 formazan 

crystal을 녹인 후 microplate reader를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

세포 보호 효과는 다음과 같은 계산식을 사용하여 세포 생존율로 나타내었다.  

Cell viability (%)= [(absorbance of sample – absorbance of blank) / (absorbance 

of control - absorbance of blank)] × 100 

3) 세포 내 활성산소종(ROS) 생성 억제능 

ROS 생성 억제능은 다음의 방법을 사용하여 측정하였다. HepG2 세포를 

96-well plate에 1×105 cells/well의 농도로 각 well에 분주하였다. 24시간 이후 기존

의 배지를 제거하고 FBS를 첨가하지 않은 배지로 교환하였으며 산딸나무 열매 

에탄올 농도별 추출물을 5, 10, 20 µg/mL 농도로 각각 처리하였다. 12시간 후 50 

µM DCFH-DA를 각 well에 30분간 처리하고 제거하였다. 이후 100 µM TBHP를 
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가하여 90분 간 반응시켰으며 생성된 DCF의 형광도를 excitation 485nm, emission 

530 nm에서 microplate reader를 사용하여 측정하였다. ROS 억제능은 control의 형

광도 값을 기준으로 하여 ROS 생성량을 control 값의 배수로 나타내었다. 

5. 통계분석

본 연구의 실험 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 각 실험군은 SPSS 

(Statistical Package for the Social Sciences, ver 18.0)를 사용하여 Duncan의 다중범위

검정(Duncan Multiple Range Test, DMRT)을 실시함으로써 통계학적으로 유의성을 

분석하였다(p < 0.05). 또한 각 실험의 연관성을 확인하고자 Pearson's correlation 

analysis를 이용하여 상관관계를 분석하였으며 각 측정값에 해당되는 유의성은 

NS (Not significant), *(p < 0.05), **(p < 0.01), ***(p < 0.001)로 표기하였다.
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Ⅴ. 연구결과 및 고찰

1. 산딸나무 열매 추출물의 추출수율

산딸나무 열매 추출물의 추출수율은 35.70~41.90% 범위로 나타났다(Table 3). 

추출물 중 40% 에탄올 추출물의 수율은 41.90%로 가장 높았으며 80% 에탄올 추

출물의 수율은 35.70%로 가장 낮았다. 또한 단일 용매의 추출물의 수율은 물 추

출물에서 38.90%로 100% 에탄올 추출물의 37.63% 보다 더 높은 수율을 보였다. 

본 연구의 추출수율 결과는 Oh et al. (1998)이 보고한 미역과 다시마를 에탄올 

농도별로 추출하였을 때 나타난 추출수율과 유사한 경향을 보였으며, 이는 용매

의 극성에 따라 추출되는 성분이 다르며 함량 또한 달라지기 때문에 다음과 같

은 추출수율을 보인 것으로 생각된다.

Table 3. Extraction yield of the Cornus kousa fruit extracted in different ethanol 

concentrations.

Extracts Extraction yield (%)

Distilled water 38.90 ± 0.62 bc

20% EtOH 38.23 ± 0.58 cd

40% EtOH 41.90 ± 0.70 a

60% EtOH 39.30 ± 0.17 b

80% EtOH 35.70 ± 0.20 e

100% EtOH 37.63 ± 0.21 d

Means with varying letters (a–e) in the same column are significantly different by Duncan multiple 

range test (p < 0.05).
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2. 산딸나무 열매 추출물의 성분 분석

1) 총 당 및 환원당 함량

식품에 존재하는 당 성분은 환원당과 비환원당으로 구분되며 이를 총칭하여 

총 당으로 정의한다. 환원당은 반응성을 나타내는 알데히드기와 케톤기를 가지며 

금속염 알칼리성 용액을 환원시키는 glucose, galactose, fructose, mannose 등의 단

당류와 lactose, maltose 등의 이당류를 의미하며 설탕을 제외한 과당, 포도당, 맥

아당이 포함된다(Ji and Chang, 2013). 산딸나무 열매 추출물의 총 당 및 환원당 

함량은 Table 4와 같다. 추출물의 총 당 함량은 684.25~834.89 mg glucose/g 범위

로 용매의 에탄올 농도가 증가할수록 총 당 함량은 높게 나타나는 경향을 보였

다. 추출물의 환원당 함량은 483.42~561.44 mg glucose/g 범위로 나타났으며 80, 

100% 에탄올 추출물 > 40, 60% 에탄올 추출물 > 20% 에탄올 추출물, 증류수 추

출물 순으로 높은 함량을 보였다. 이는 총 당 함량과 유사한 경향으로 나타났다. 

남(2014)은 미성숙 건여주의 열수 및 에탄올 추출물의 총 당 및 환원당 함량은 

에탄올 추출물에서 유의적으로 높게 나타났다고 보고한 바 있다. 또한 Kim et al. 

(2010)은 뽕나무 품종별 오디의 총 당 및 환원당 함량이 각각 32.46~77.14%, 

16.86~65.67%로 나타났다고 보고하였으며, 산딸나무 열매도 비교적 당 함량이 높

아 주스 등의 음료로 가공하여 식품으로서 활용할 수 있는 가능성이 있을 것으

로 기대된다.  
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Table 4. Total sugar and reducing sugar content of the Conrus kousa fruit extracted 

in different ethanol concentrations.

Extracts
Total sugar 

(mg glucose/g)1)

Reducing sugar 

(mg glucose/g)

Distilled water 684.25 ± 8.17 e 483.47 ± 12.43 c

20% EtOH 757.40 ± 3.12 d 483.42 ± 16.78 c

40% EtOH 786.92 ± 3.79 c 512.97 ± 21.85 b

60% EtOH 783.39 ± 4.09 c 524.60 ± 11.67 b

80% EtOH 823.29 ± 9.60 b 559.49 ± 21.01 a

100% EtOH 834.89 ± 2.71 a 561.44 ± 21.85 a

Means with varying letters (a–e) in the same column are significantly different by Duncan multiple 

range test (p < 0.05).

1)mg glucose/g: mg glucose equivalent per sample 1 g.
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2) 총 페놀 및 플라보노이드 함량 

폴리페놀은 식품 속에 함유되어있는 식물체의 2차 대사물질로 높은 항산화능

을 가지며 phenolic acid, flavonoid, stilbene, lignan으로 분류된다. 플라보노이드는 

C6-C3-C6의 탄소골격을 가지며 flavonol, flavone, isoflavone, anthocyanidin, 

flavanone, flavanol로 분류된다. 플라보노이드의 화합물에는 quercetin, luteolin, 

myricetin 등이 있으며 구조적 특징으로 인해 높은 항산화능을 가지는 물질이다

(Del Rio et al., 2013). 산딸나무 열매 추출물의 총 페놀 및 플라보노이드 함량은 

Table 5와 같다. 추출물의 총 페놀 및 플라보노이드 함량은 각각 11.93~20.08 mg 

GAE/g, 0.09~0.86 mg QE/g 범위로 용매의 에탄올 농도가 증가할수록 함량은 증

대되어 60% 에탄올 추출물에서 각각 20.08 mg GAE/g, 0.86 mg QE/g으로 가장 

높은 함량이 검출되었으나 80, 100% 에탄올 추출물에서는 다소 낮은 함량을 보

였다. 또한 물과 에탄올 혼합용매 추출물에서 물과 100% 에탄올을 단독용매로 

사용한 추출물보다 더 높은 페놀 및 플라보노이드 함량을 보였는데 이는 식물에 

수용성 및 지용성 성분으로 존재하는 생리활성 물질이 함께 추출된 것으로 보인

다(Hwang et al., 2007). 이 결과는 오디 에탄올 농도별 추출물 중 60% 에탄올 추

출물에서 가장 높은 페놀함량을 보고한 Cha et al. (2004)의 연구결과와 Cho et al. 

(2007)이 보고한 오미자 에탄올 농도별 추출물의 페놀함량과 유사한 경향을 보였

다. 
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Extracts
Total phenol 

(mg GAE/g)1)

Total flavonoid 

(mg QE/g)2)

Distilled water 11.93 ± 0.13 f 0.09 ± 0.01 f

20% EtOH 15.80 ± 0.18 d 0.50 ± 0.01 c

40% EtOH 19.22 ± 0.07 b 0.72 ± 0.02 b

60% EtOH 20.08 ± 0.20 a 0.86 ± 0.02 a

80% EtOH 16.08 ± 0.20 c 0.44 ± 0.02 d

100% EtOH 12.49 ± 0.12 e 0.40 ± 0.01 e

Means with varying letters (a-f) in the same column are significantly different by Duncan multiple 

range test (p < 0.05).

1)mg GAE/g: mg gallic acid equivalent per sample 1 g.

2)mg QE/g: mg quercetin equivalent per sample 1 g.

Table 5. Total phenol and flavonoid content of the Cornus kousa fruit extracted in 

different ethanol concentrations.
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3) HPLC를 이용한 추출물의 폴리페놀 성분 분석

HPLC를 이용한 산딸나무 열매 추출물의 폴리페놀 화합물 분석 결과는 다음과 

같다. 앞서 보고된 Kim et al. (2010)의 연구결과를 참고하여 총 9종의 폴리페놀 

화합물을 표준물질로 선정하였으며 분석 결과 5종이 확인되었다(Table 6; Fig. 

4-6). 검출된 폴리페놀 화합물에는 gallic acid, catechin, chlorogenic acid, syringic 

acid, protocatechuic acid가 있으며 다음의 화합물들은 높은 항산화능을 가지는 물

질로 알려져 있다(Papadopoulos and Boskou, 1991; Kono et al., 1997; Yilmaz and 

Toled, 2004). 검출된 화합물 중 모든 추출물에서 gallic acid와 catechin, syringic 

acid가 공통적으로 검출되었으나 chlorogenic acid는 100% 에탄올 추출물에서 peak

가 나타나지 않았으며 protocatechuic acid는 증류수와 100% 에탄올 추출물에서 

peak가 확인되지 않았다. 또한 catechin의 함량은 145.64~287.01 µg/g의 범위로 모

든 추출물에서 가장 높은 함량을 보여 산딸나무 열매의 주요 폴리페놀 성분임을 

확인할 수 있었다. Catechin은 폴리페놀의 플라보놀에 속하는 화합물로 녹차의 주

성분으로 보고된바 있으며 인간의 건강에 도움을 주는 물질이다.

폴리페놀 화합물의 총 함량은 60% 에탄올 추출물에서 358.47 µg/g으로 가장 높

았으며 가장 낮은 페놀 함량이 검출된 증류수 추출물(168.43 µg/g)보다 약 2.13배 

더 높은 함량을 보였다. 특히 60% 에탄올 추출물은 다른 추출물들에 비하여 산

딸나무 열매의 주요 폴리페놀 화합물로 확인된 catechin을 비롯한 chlorogenic 

acid, syringic acid의 함량이 각각 4.70, 24.03 µg/g으로 가장 높았다. 
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Table 6. Polyphenol compounds content of the Conrus kousa fruit extracted in different ethanol concentrations.

Polyphenol 

compounds

Contents of polyphenol compounds (µg/g)

Distilled water 20% EtOH 40% EtOH 60% EtOH 80% EtOH 100% EtOH

Gallic acid 12.01 ± 6.50 14.65 ± 0.02 10.92 ± 0.28 11.20 ± 0.37 12.25 ± 0.27 1.08 ± 0.09

Catechin 145.64 ± 1.52 207.14 ± 2.92 242.55 ± 3.00 287.01 ± 4.39 276.04 ± 1.46 181.48 ± 0.32

Chlorogenic acid 0.02 ± 0.10 1.32 ± 0.08 1.03 ± 0.02 4.70 ± 0.01 1.71 ± 0.02 N.D.

Caffeic acid N.D.1) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Syringic acid 10.76 ± 0.33 16.37 ± 0.07 16.03 ± 0.24 24.03 ± 0.51 17.98 ± 0.24 10.07 ± 0.24

p-Coumaric acid N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Protocatechuic acid N.D. 19.79 ± 0.12 33.41 ± 0.85 31.53 ± 0.16 37.53 ± 4.12 N.D.

Myricetin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Quercetin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Total 168.43 259.27 303.94 358.47 345.51 192.63

Data represent the means (n = 2). 

1)N.D.: Not detected
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Fig. 4. HPLC Chromatogram of the Cornus kousa fruit extract analyzed at 245 nm. 

(a): gallic acid
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Fig. 5. HPLC Chromatogram of the Cornus kousa fruit extract analyzed at 260 nm.

(c): chlorogenic acid
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Fig. 6. HPLC Chromatogram of the Cornus kousa fruit extract analyzed at 320 nm.

(b): catechin, (e): syringic acid, (g): protocatechuic acid
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4) 총 안토시아닌 함량

안토시아닌 색소는 식물의 꽃과 과실에 주로 함유되어 있으며 수소 이온의 농도

에 의해 다양한 색을 나타내는 플라보노이드계 폴리페놀 물질로 식품의 천연 첨가

제 등으로 사용된다. 대표적으로 cyanidin 3-O-galactoside, cyanidin 3-O-glucoside 등

이 있으며 산화스트레스에 강하고 항산화성이 높은 것으로 보고된 바 있다(Lee et 

al., 2009). 

총 안토시아닌 함량은 안토시아닌이 pH에 의해 가역적인 구조적 변형이 일어

나 유색의 oxonium 형태가 pH 1.0에서, 무색의 hemiketal 형태가 pH 4.5에서 우세

한 점을 기반으로 pH differential method에 따라 측정하였다(Hong et al., 2012). 산

딸나무 열매 추출물의 총 안토시아닌 함량은 Table 7과 같다. 추출물의 총 안토

시아닌 함량은 4.15~23.37 mg C3GE/100 g 범위로 측정되었으며 용매의 에탄올 

농도가 증가할수록 함량은 증대되어 60% 에탄올 추출물에서 23.37 mg C3GE/100 

g으로 가장 높은 함량이 검출되었으나 80, 100% 에탄올 추출물에서는 60% 에탄

올 추출물과 비교하여 다소 낮은 함량을 보였다. 유사한 연구결과로 Kim et al. 

(2014)은 복분자박의 안토시아닌 최적정제공정에서 60~75% 농도의 에탄올을 용

매로 사용할 때 가장 높은 안토시아닌 함량을 용출할 수 있었다. 또한 김(2015)

이 보고한 초음파 추출, 환류냉각 추출, 교반 추출 등 각각의 추출방법을 다르게 

한 양하 추출물에서 에탄올을 용매로 사용한 추출물이 물 추출물보다 더 높은 

안토시아닌 함량을 보였다. 



- 29 -

Extracts
Total anthocyanin

(mg C3GE/100 g)1)

Distilled water 4.15 ± 0.04 f

20% EtOH 14.83 ± 0.03 e

40% EtOH 20.41 ± 0.03 d

60% EtOH 23.37 ± 0.05 a

80% EtOH 23.01 ± 0.07 b

100% EtOH 21.19 ± 0.02 c

Means with varying letters (a-f) in the same column are significantly different by Duncan multiple 

range test (p < 0.05).

1)mg C3GE/100 g: mg cyanidin 3-O-glucoside equivalent per sample 100 g.

Table 7. Total anthocyanin content of the Cornus kousa fruit extracted in different 

ethanol concentrations.
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3. 산딸나무 열매 추출물의 항산화 활성

1) DPPH radical 소거능

DPPH radical 소거능 측정법은 전자가 부족하여 짙은 보라색을 가지는 DPPH가 

방향족 화합물 및 아민류 물질 등의 전자공여능으로 인해 환원되어 탈색하게 되

는 원리를 기반으로 한 항산화 실험법이다(Kang et al., 2002). 산딸나무 열매 추

출물의 DPPH radical 소거활성은 Table 8과 같다. 에탄올 농도별 추출물의 DPPH 

RC50 값 범위는 283.64~1190.30 µg/mL로 각 추출물 간의 유의적인 활성이 나타났

으며 0~60% 에탄올 농도 범위에서는 농도 의존적으로 활성이 증가하였으나 이후 

고농도에서는 다소 감소하였다. 60% 에탄올 추출물의 DPPH RC50 값은 283.64 

µg/mL로 가장 높은 소거활성을 보였는데 이는 60% 에탄올 추출물의 많은 

phenolic hydroxyl (OH) group들이 DPPH radical 소거능에 영향을 준 것으로 보인

다.

본 연구에서 DPPH radical 소거능은 총 페놀 및 플라보노이드 함량과 유사한 

경향을 보였다. Son and Ryu (2009)의 연구에 의하면 총 페놀성 화합물이 가장 

높게 나타난 시료에서 DPPH의 라디칼 소거활성이 가장 우수하였으며 이는 높은 

상관관계가 있다고 보고하였다. 따라서 60% 에탄올 추출물에서 가장 높은 페놀 

함량을 보였기에 DPPH 소거능이 가장 높게 측정된 것으로 사료되며 60% 에탄

올 추출물은 표준물질로 사용한 BHT의 DPPH RC50 (38.81 µg/mL)과 비교하였을 

때 약 1/7의 활성을 보였다. 
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Table 8. DPPH radical scavenging activity of the Cornus kousa fruit extracted in 

different ethanol concentrations.

Extracts RC50
1)

Distilled water 783.22 ± 5.19 f

20% EtOH 550.05 ± 6.64 d

40% EtOH 410.84 ± 12.26 c

60% EtOH 283.64 ± 25.60 b

80% EtOH 596.71 ± 10.76 e

100% EtOH 1190.30 ± 19.27 g

BHT 38.81 ± 2.44 a

Means with varying letters (a-g) in the same column are significantly different by Duncan multiple 

range test (p < 0.05).

1)RC50: Concentration required to reduce 50% of DPPH at 30 minutes once reaction starts (µg/mL)
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2) Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)

ABTS radical은 potassium persulfate와 ABTS에 의해 생성된 free radical로 청록

색을 띄며, 항산화능을 가진 성분에 의해 제거되어 탈색되는 것을 이용하는 항산

화 효과 측정 방법이다. TEAC 값으로 나타낸 산딸나무 열매 추출물의 ABTS 

radical 소거능은 Table 9와 같다. 에탄올 농도별 추출물의 TEAC 값 범위는 

42.20~119.40 mM TE/g로 에탄올 농도에 따라 TEAC 값은 점차 증가하여 40, 

60% 에탄올 추출물에서 가장 높은 값을 보였으나 80, 100% 에탄올 추출물에서

는 감소하는 경향을 보였다. 

DPPH assay는 free radical의 소거능을 측정하는 것으로 알려져 있으며 ABTS 

assay는 cation radical의 소거능을 측정하는 것으로 보고된 바 있다. 하지만 각 실

험은 유사한 경향을 보여주었다. 이는 총 페놀 및 플라보노이드 함량이 각 소거

능에 영향을 준 것으로 사료되며, 앞서 보고된 Choi et al. (2007)의 연구에 따르

면 페놀 함량은 ABTS radical 소거 활성에 주요인으로 작용한다는 결과와 유사하

였다. 또한 Min and Jhoo (2013)의 보고에 따르면, 에탄올 농도별 추출물의 ABTS 

radical 소거능은 증류수 추출물과 100% 에탄올 추출물보다 에탄올과 증류수를 

혼합한 추출물에서 ABTS 소거활성이 더 높은 결과를 보였으며 본 연구 또한 비

슷한 경향을 나타내었다.  
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Table 9. Trolox equivalent antioxidant capacity of the Cornus kousa fruit extracted in 

different ethanol concentrations.

Extracts TEAC (mM TE/g)1)

Distilled water 67.31 ± 1.35 c

20% EtOH 91.93 ± 1.67 b

40% EtOH 117.13 ± 1.03 a

60% EtOH 119.40 ± 0.96 a

80% EtOH 90.88 ± 1.50 b

100% EtOH 42.20 ± 1.06 d

Means with varying letters (a-d) in the same column are significantly different by Duncan multiple 

range test (p < 0.05).

1)mM TE/g: mM trolox equivalent per sample 1 g.
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3) Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

FRAP법은 ferric tripyridyltriazine [Fe(III)-TPTZ] 복합체가 낮은 pH에서 항산화 

물질에 의해 ferrous tripyridyltriazine [Fe(II)-TPTZ]로 환원되는 원리를 이용한 항산

화 활성 측정방법으로 항산화능을 가지는 물질 대부분이 환원력을 보유한다는 

원리에 의해 고안되었다. 산딸나무 열매 추출물의 FRAP 값은 Table 10과 같다. 

에탄올 농도별 추출물의 FRAP 값 범위는 10.98~187.81 mM FE/g으로 0~60% 에

탄올 농도 범위에서는 농도 의존적으로 활성이 증가하여 60% 에탄올 추출물에서 

187.81 mM FE/g로 가장 높은 FRAP 값을 보였다. 하지만 고농도 에탄올 추출물

에서는 감소하는 경향을 나타내었다. Pulido et al. (2000)의 연구에 따르면 식물체

에서 추출된 페놀 화합물은 항산화 활성을 가지며 주요인으로 산화환원력이 작

용한다고 보고하였다. 따라서 60% 에탄올 추출물의 FRAP 값이 높게 측정된 것

은 페놀 화합물의 함량과 밀접한 관계가 있는 것으로 생각된다. 

Table 10. Ferric reducing antioxidant power of the Cornus kousa fruit extracted in 

different ethanol concentrations.

Extracts FRAP (mM FE/g)1)

Distilled water 46.00 ± 2.34 e

20% EtOH 108.67 ± 1.92 d

40% EtOH 173.79 ± 4.16 b

60% EtOH 187.81 ± 4.75 a

80% EtOH 124.78 ± 2.48 c

100% EtOH 10.98 ± 0.86 f

Means with varying letters (a-f) in the same column are significantly different by Duncan multiple 

range test (p < 0.05).

1)mM FE/g: mM ferrous sulfate equivalent per sample 1 g.
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4) Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)

ORAC법은 미국 농무성과 국립노화연구소에 의해 고안된 식품과 음료의 총 항산

화력 측정방법으로 체내에서 각종 질병을 일으키는 활성산소로부터 동결 건조된 

시료에 의한 보호능력을 평가할 수 있다. ORAC법은 항산화 in vitro 실험 중에서 

임상시험과 가장 상관성이 높다고 보고된 바 있으며 2,2’-azobis(2-amidinopropane) 

dihydrochloride (AAPH)에 의해 생성된 peroxyl radical이 항산화능을 띄는 물질에 의

해 소거됨으로써 프리라디칼의 억제활성을 형광도로 측정할 수 있는 실험법이다

(Rhim and Choi, 2010). 산딸나무 열매 추출물의 ORAC 값은 Table 11과 같다. 

ORAC 값은 0~60% 에탄올 농도 범위에서 농도 의존적으로 항산화 활성이 증가하

여 60% 에탄올 추출물에서 721.55 mM TE/g로 가장 우수한 활성을 보였다. 반면 

80~100% 농도에서는 활성이 감소되었다. 

Table 11. Oxygen radical absorbance capacity of the Cornus kousa fruit extracted in 

different ethanol concentrations.

Extracts ORAC (mM TE/g)1)

Distilled water 169.57 ± 12.18 e

20% EtOH 455.62 ± 1.48 d

40% EtOH 666.90 ± 15.63 b

60% EtOH 721.55 ± 21.90 a

80% EtOH 522.94 ± 3.74 c

100% EtOH 118.49 ± 19.78 f

Means with varying letters (a-f) in the same column are significantly different by Duncan multiple 

range test (p < 0.05).

1)mM TE/g: mM trolox equivalent per sample 1 g.
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4. HepG2 세포 모델에서 산딸나무 열매 추출물의 항산화 활성

1) 세포 생존율 및 산화스트레스로부터 세포 보호 효과 

산딸나무 열매 추출물을 HepG2 세포에 단독으로 처리하였을 때 생존율에 미치

는 영향은 25, 50, 100, 200, 400 µg/mL 농도에서 모든 추출물 처리군이 85% 이

상의 생존율을 보였다(Fig. 7). 따라서 TBHP에 의하여 산화스트레스가 유도된 

HepG2 세포의 보호 효과를 확인하기 위해서 추출물은 20 µg/mL 농도 이하로 처

리하였다(Table 12). 100 µM TBHP를 단독으로 처리하였을 때 세포 생존율은 

20.90%로 무처리군에 비하여 유의적인 세포독성을 나타내었다. 산딸나무 열매 에

탄올 농도별 추출물은 5~20 µg/mL 범위 내에서 농도 의존적으로 세포 생존율이 

증대하였다. 5 µg/mL 농도에서는 40, 60% 에탄올 추출물 처리군을 제외한 다른 

추출물 처리군은 TBHP 단독 처리군과 비교하였을 때 세포 생존율의 유의적인 

차이는 보이지 않았다. 따라서 40, 60% 에탄올 추출물 처리군에서 단독으로 세포 

보호 효과를 보였다. 10 µg/mL 농도에서는 모든 추출물에서 세포 보호효과를 나

타냈으며 그 중 40, 60% 에탄올 추출물에서의 세포 생존율은 각각 63.97, 68.20%

로 가장 높은 보호 효과를 보였다. 20 µg/mL 농도에서 60% 에탄올 추출물의 세

포 생존율은 84.60%로 모든 추출물 중 가장 높은 보호 효과를 나타내었다. 따라

서 5~20 µg/mL 농도범위에서 세포 생존율이 가장 높은 60% 에탄올 추출물이 

TBHP에 의해 유도된 산화 스트레스로부터 가장 우수한 세포 보호 효과를 가지

는 것으로 사료된다. 
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Fig. 7. HepG2 cell viability of the Cornus kousa fruit extracted in different ethanol 

concentrations.
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Table 12. Hepatoprotective effect on TBHP-induced cytotoxicity of the Cornus kousa fruit extracted in different ethanol concentrations.

Extracts
Concentration(µg/mL)

Control TBHP 5 10 20

Distilled water

100.62 ± 3.65 a 

20.90 ± 0.70 d 16.96 ± 3.34 dC 44.41 ± 4.67 cD 59.44 ± 2.02 bD

20% EtOH 20.90 ± 0.70 d 24.97 ± 1.74 dB 55.45 ± 1.52 cBC 78.36 ± 2.78 bB

40% EtOH 20.90 ± 0.70 e 33.00 ± 4.88 dA 63.97 ± 2.77 cAB 70.07 ± 3.27 bC

60% EtOH 20.90 ± 0.70 e 31.34 ± 3.55 dA 68.20 ± 5.21 cA 84.60 ± 3.08 bA

80% EtOH 20.90 ± 0.70 d 17.06 ± 1.13 dC 41.25 ± 4.32 cD 69.53 ± 1.53 bC

100% EtOH 20.90 ± 0.70 d 22.31 ± 1.74 dBC 46.24 ± 9.18 cCD 73.98 ± 4.28 bBC

Means with varying letters (a-e) in the same row are significantly different by Duncan multiple range test (p < 0.05).

Means with varying letters (A-D) in the same column are significantly different by Duncan multiple range test (p < 0.05).
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2) 세포 내 활성산소종(ROS) 생성 억제능

체내에서 ROS가 증가하게 되면 세포와 조직에 산화스트레스를 유발하여 

손상을 가한다. 따라서 ROS가 노화, 염증, 당뇨 등의 만성질환에 직접적으로 

영향을 미치기 때문에 세포내 대사에서 ROS의 조절작용이 필요하다(Tak et al., 

2014). 비극성인 2’,7’-dichlorodihydrofluorescin diacetate (DCFH-DA)는 세포막을 통과

하여 세포내로 들어가게 되면 세포 내 존재하는 esterase 효소가 작용하여 

2’,7’-dichlorodihydrofluorescin (DCFH)로 분해되며 DCFH는 TBHP에 의해 생성된 

ROS와 반응함으로써 형광을 띄는 2’,7’-dichlorofluorescein (DCF)로 전환된다

(Jeong et al., 2016). 따라서 ROS 생성량이 많은 경우에 형광값이 증가하게 되므

로 ROS를 억제하는 물질과 반응할 때 감소하는 형광값을 토대로 ROS 생성 억제

능을 측정하였다. 무처리군의 ROS량을 1로 설정하였을 때 TBHP 단독 처리군의 

ROS량은 4.83배 증가하였다(Table 13). 산딸나무 열매 추출물은 모든 추출물에서 

농도 의존적으로 ROS 생성을 억제하는 것으로 확인되었다. 또한 5, 10 µg/mL 농

도에서 ROS 생성 억제능은 60% 에탄올 추출물이 다른 추출물들에 비해 가장 우

수한 활성을 보였으며 20 µg/mL 농도에서는 40~80% 에탄올 추출물이 가장 우수

한 활성을 보였다. 결론적으로 산딸나무 열매 추출물은 HepG2 세포내에서 TBHP 

처리에 의한 ROS 생성량을 효과적으로 억제하는 것이 확인되었다.  



- 40 -

Table 13. Intracellular reactive oxygen species (ROS) scavenging activity of the Cornus kousa fruit extracted in different ethanol 

concentrations.

Extracts
Concentration(µg/mL)

Control TBHP 5 10 20

Distilled water

1.00 ± 0.02 a 4.83 ± 0.03 e

3.79 ± 0.36 dC 3.44 ± 0.16 cE 2.41 ± 0.04 bB

20% EtOH 3.62 ± 0.39 dBC 3.08 ± 0.03 cD 2.26 ± 0.36 bB

40% EtOH 3.10 ± 0.13 dAB 2.51 ± 0.08 cB 1.89 ± 0.13 bA

60% EtOH 2.96 ± 0.18 dA 2.23 ± 0.04 cA 1.66 ± 0.07 bA

80% EtOH 3.54 ± 0.17 dBC 2.48 ± 0.01 cB 1.73 ± 0.08 bA

100% EtOH 3.53 ± 0.38 dBC 2.91 ± 0.04 cC 2.52 ± 0.15 bB

Means with varying letters (a-e) in the same row are significantly different by Duncan multiple range test (p < 0.05).

Means with varying letters (A-E) in the same column are significantly different by Duncan multiple range test (p < 0.05).
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5. 총 페놀 및 플라보노이드 함량과 항산화 활성의 상관관계 분석

산딸나무 에탄올 농도별 추출물의 총 페놀 및 플라보노이드 함량과 항산화 활

성의 상관관계는 Table 14와 같다. 총 페놀 함량은 총 플라보노이드 함량(r = 

0.935, p < 0.001)과 높은 정의 상관관계를 나타내었으며 이는 에탄올 농도에 따

라 산딸나무 열매를 추출할 때 용출되는 함량이 유사한 것으로 생각된다. 총 페

놀 함량은 DRC50 (r = -0.875, p < 0.001), ROS (r = -0.832, p < 0.001)와 부의 상

관관계를 갖고 있으며 TEAC (r = 0.940, p < 0.001). FRAP (r = 0.971, p < 

0.001), ORAC (r = 0.979, p < 0.001), CPE (r = 0.592, p < 0.01)와는 정의 상관관

계를 나타내었다. 총 플라보노이드 함량은 DRC50 (r = -0.678, p < 0.01), ROS (r 

= -0.857, p < 0.001)와 부의 상관관계를 TEAC (r = 0.774, p < 0.001). FRAP (r = 

0.831, p < 0.001), ORAC (r = 0.861 < 0.001), CPE (r = 0.756, p < 0.001)와는 정

의 상관관계를 나타내었다. 이는 총 페놀 함량과 항산화 활성은 정의 상관관계(r 

≒ 0.8)를 나타내어 페놀 화합물이 항산화 활성과 밀접한 관련이 있다는 Kim et 

al. (2004)의 연구결과와 유사한 경향을 보였다. 따라서 본 연구에서 총 페놀 및 

플라보노이드 함량은 각 실험별 항산화 활성과 모두 높은 상관관계가 있음을 보

여주었다.                      
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Table 14. Correlation analysis between total phenol and flavonoid and antioxidant activities of the Cornus kousa fruit extracted in 

different ethanol concentrations.

TP1) TF2) DRC50
3) TEAC4) FRAP5) ORAC6) CPE7) ROS8)

TP 1 0.935*** -0.875*** 0.940*** 0.971*** 0.979*** 0.592** -0.832***

TF 1 -0.678** 0.774*** 0.831*** 0.861*** 0.756*** -0.857***

DRC50 1 -0.979*** -0.955*** -0.927*** -0.353N.S 0.560*

TEAC 1 0.988*** 0.969*** 0.391N.S -0.658**

FRAP 1 0.992*** 0.449N.S -0.756***

ORAC 1 0.512* -0.800***

CPE 1 -0.579*

ROS 1

Data represent the means (n = 3). N.S: Not significant. *p < 0.05,  **p < 0.01, ***p < 0.001.

1)TP: Total phenol content, 2)TF: Total flavonoid content, 3)DRC50: Concentration required to reduce 50% of DPPH at 30 minutes once reaction starts (µg/mL), 

4)TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity, 5)FRAP: Ferric reducing antioxidant power, 6)ORAC: Oxygen radical absorbance capacity, 7)CPE: Cell protective effect, 

8)ROS: Reactive oxygen species.   
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Ⅵ. 결 론 

본 연구에서는 산딸나무 열매를 건강기능식품의 소재로 활용하기 위하여 에탄

올 농도별(증류수, 20, 40, 60, 80, 100% 에탄올) 추출물의 성분 함량, 항산화 활

성, 간세포 보호효과를 검정하였다. 산딸나무 열매 에탄올 추출물의 연구결과는 

다음과 같다.

1. 산딸나무 열매 에탄올 농도별 추출물의 총 당 및 환원당 함량을 분석한 결

과 총 당 함량은 100% 에탄올 추출물에서 834.89 mg glucose/g으로 가장 높은 함

량이 확인되었으며 환원당 함량은 80% 에탄올 추출물과 100% 에탄올 추출물에

서 각각 559.49, 561.44 mg glucose/g으로 유의적인 차이가 없는 수준에서 가장 높

은 함량이 확인되었다.

2. 산딸나무 열매 에탄올 농도별 추출물의 총 페놀, 플라보노이드 및 안토시아

닌 함량을 분석한 결과 60% 에탄올 추출물에서 총 페놀 함량은 20.08 mg 

GAE/g, 총 플라보노이드 함량은 0.86 mg/ QE/g, 총 안토시아닌 함량은 23.37 mg 

C3GE/100g으로 다른 농도의 추출물과 비교하여 가장 높은 함량이 확인되었다.

3. Catechin은 산딸나무 열매의 주요 폴리페놀 화합물로 확인되었으며, 

protocatechuic acid, syringic acid, gallic acid, chlorogenic acid 순으로 높은 함량이 

검출되었다. 또한 검출된 폴리페놀 화합물의 총 함량은 60% 에탄올 추출물에서 

358.47 µg/g으로 가장 높았다.

4. 산딸나무 열매 에탄올 농도별 추출물의 DPPH radical 소거능, TEAC, FRAP, 

ORAC를 측정하여 항산화 검정을 분석한 결과 각 실험에서 60% 에탄올 추출물

이 가장 높은 항산화 활성을 갖고 있음을 확인하였다.
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5. TBHP를 처리하여 산화스트레스가 유도된 HepG2 세포의 생존율은 약 

20.90%로 control과 비교하였을 때 유의적인 세포 독성이 나타났다. 따라서 산화

스트레스에 대한 세포 보호 효과를 확인하기 위해 산딸나무 에탄올 농도별 추출

물을 5, 10, 20 µg/mL로 처리한 결과, 5 µg/mL 농도 처리시 강한 활성은 보이지 

않았으나 40%, 60% 에탄올 추출물에서 세포 보호 효과가 확인되었다. 10~20 

µg/mL 농도에서는 모든 추출물이 농도 의존적으로 세포 보호 효과를 보였으며, 

특히 60% 에탄올 추출물을 20 µg/mL 처리하였을 때 세포 생존율은 84.60%로 가

장 우수한 세포 보호 효과가 나타났다.

6. 세포내 활성산소종(ROS)은 control에 비해 TBHP 처리군에서 약 4.83배가 생

성되었다. 따라서 ROS 생성 억제능을 확인하기 위해 산딸나무 에탄올 농도별 추

출물을 5, 10, 20 µg/mL로 처리하였다. 모든 추출물은 농도 의존적으로 ROS 생

성을 억제하였다. 그 중 60% 에탄올 추출물이 가장 우수한 활성을 보여 20 

µg/mL 농도에서 ROS를 control 기준 약 1.66배까지 억제하였다.

다음의 연구결과를 종합해보면, 총 페놀 및 플라보노이드 함량은 항산화 활성 

및 산화스트레스가 유도된 HepG2세포의 보호 효과와 높은 상관관계를 가지고 

있는 것으로 나타났으며 페놀 및 플라보노이드 함량이 가장 높았던 60% 에탄올 

추출물에서 총 항산화 활성 및 HepG2 세포의 보호 효과가 가장 우수한 활성을 

보였다. 따라서 산딸나무 열매를 건강기능식품 소재로의 활용을 극대화하기 위해

서는 60% 에탄올로 추출할 때 가장 적합한 것으로 생각된다. 또한 추출용매 이

외에도 추출시간, 추출온도, 용매비 등을 요인으로 설정하여 기능성 물질의 최적

화 추출방법에 대한 연구와 인체의 특정 기관을 타겟으로 하는 연구 등 추가적

인 연구가 진행된다면 건강기능식품의 원료로써 산딸나무 열매의 이용가능성이 

높아질 것으로 생각된다.    
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Ⅶ. 적      요

본 연구에서는 산딸나무 열매를 건강기능식품의 소재로 활용하기 위하여 각 

에탄올 농도별(증류수, 20, 40, 60, 80, 100% 에탄올) 추출물의 총 당 및 환원당 

함량, 총 페놀 및 플라보노이드 함량, 총 안토시아닌 함량과 폴리페놀 화합물 개

별 성분 분석을 수행하였으며 DPPH radical 소거능, TEAC, FRAP, ORAC, HepG2 

세포 보호 효과, ROS 생성 억제능을 측정하여 항산화 활성을 확인하였다.

추출물의 총 당 함량은 100% 에탄올 추출물에서 834.89 mg glucose/g, 환원당 

함량은 80% 에탄올 추출물과 100% 에탄올 추출물에서 각각 559.49, 561.44 mg 

glucose/g으로 가장 높은 함량을 보였다. 총 페놀, 플라보노이드 및 안토시아닌 함

량은 60% 에탄올 추출물에서 각각 20.08 mg GAE/g, 0.86 mg QE/g, 23.37 mg 

C3GE/100 g으로 다른 농도의 추출물과 비교하여 가장 높은 함량을 보였다. 

Catechin은 산딸나무 열매의 주요 폴리페놀 화합물로 확인되었으며, protocatechuic 

acid, syringic acid, gallic acid, chlorogenic acid가 검출되었다. 또한 검출된 폴리페놀 

화합물의 총 함량은 60% 에탄올 추출물에서 358.47 µg/g으로 가장 높았다.

추출물의 DPPH radical 소거능, TEAC, FRAP, ORAC를 분석한 결과 각 실험에

서 60% 에탄올 추출물이 가장 높은 항산화 활성을 갖고 있음을 확인하였다. 또

한 TBHP에 의해 산화스트레스가 유도된 HepG2 세포에 추출물의 보호 효과는 

5~20 µg/mL에서 농도 의존적으로 나타났으며 60% 에탄올 추출물에서 가장 우수

하였다. 추출물의 세포내 활성산소종(ROS) 생성 억제능은 5~20 µg/mL에서 농도 

의존적으로 증가하였으며 60% 에탄올 추출물에서 가장 높은 활성을 나타냈다.

따라서 본 연구에서는 산딸나무 열매 60% 에탄올 추출물의 총 페놀 및 플라보

노이드 함량, 항산화 활성, 산화스트레스가 유도된 HepG2 세포의 보호 효과 및 

세포내 활성산소종 생성 억제능이 가장 우수함을 확인하였으며 건강기능식품 소

재로서 활용 가능성을 시사하였다.
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