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서   론

울릉도는 80%가 화산암으로 이루어져 있고, 온대 해양성 
기후로 토양과 기후 조건이 한반도 내륙과 크게 달라 해양 
식물에서 고산 식물에 이르기까지 700여 종 이상의 식물이 
서식하고 있다고 보고되었다(Yang 등, 2015). 울릉도 식물은 
영양적인 면이나 기호적인 면에서 중요성이 인식되지 않았으

나, 국민 소득 수준의 향상과 더불어 식생활의 양상이 점차 
다양화되면서 최근 섭취량이 증가하고 있으며, 채소류를 비
롯한 다양한 식물의 항산화, 항암 및 항진균성과 같은 생리학
적 기능성에 대한 연구로 관심이 증가되고 있다(Kang 등, 
2010; Kim 등, 2013). 울릉도산 식물 중 재배학적으로 많이 
연구되어 종의 유지에 문제가 없으며, 앞으로의 개발 가능성
이 높은 소재 5종을 선정하였다. 실험에 사용한 울릉도산 5종
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Abstract

Oxidative stress can directly damage lipids, proteins, and DNA, which promotes the progression from steatosis 
to nonalcoholic fatty liver disease. This study aimed to determine the antioxidative effects of Campanula 
takesimana Nakai, Ilex integra THUNB., Indigofera pseudotinctoria Matsum., Rubus takesimensis Nakai, and 
Tsuga sieboldii from Ulleung Island and their ability to inhibit lipid accumulation in HepG2 cells. The total 
phenolics (TPC) and flavonoid (TFC) contents of extracts of the five plants were determined, and their 
antioxidative activities were analyzed using DPPH and ABTS radical scavenging ability, Fe2+ reducing capacity 
(FRAP), oxygen radical absorbance capacity (ORAC), and thiobarbituric acid assays. Lipid accumulation was 
evaluated by Oil Red O staining and intracellular triglyceride (TG) assays. Rubus takesimensis Nakai had 
the highest TPC among the five plants. The antioxidant activity of R. Nakai was DPPH (IC50=0.30 mg/mL), 
ABTS (IC50=0.33 mg/mL), FRAP (318.61 μmol FeSO4/g), and ORAC (1.74 μmol TE/g). The lipid peroxidation 
inhibitory effect of R. Nakai was reduced to 52.51% at 1 mg/mL. Incubating HepG2 cells with extracts of 
the five plants reduced lipid and TG accumulation by >50%, and inhibited lipid peroxidation by ~19%. These 
results provided evidence for the development of functional foods based on these five plants from Ulleung 
Island, due to their antioxidant activities and ability to reduce lipid accumulation.
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식물, 섬초롱꽃(Campanula takesimana Nakai) 감탕나무(Ilex 
integra Thunb.), 낭아초(Indigofera pseudotinctoria Matsum.), 
섬나무딸기(Rubus takesimensis Nakai) 및 솔송나무(Tsuga 
sieboldii)는 폴리페놀 성분이 밝혀졌으나, 생리학적 기능성에 
대한 연구가 거의 이루어지지 않았다(Chan 등, 2011; Herrick
과 Perry, 1997; Yang과 Park, 2006). 특히 섬초롱꽃은 종자번
식이 용이하여 일찍이 재배작물화 되었으며, 감탕나무와 낭아
초 역시 재배학적인 연구와 동시에 flavonoid 성분이 자세히 
보고되었다(Cho 등, 2007; Kwon 등, 2000; Park 등, 2019).

ROS(reactive oxygen species; 활성산소종)은 에너지 대사
에 산소를 이용하는 모든 생명체에서 생성되는 부산물로, 호
흡 시 체내에 들어오는 산소의 2-3%는 완전히 산화하지 못하
고 활성 산소가 된다(Shimokawa, 2020). ROS의 과생성은 
세포 구조와 만성 감염에 영향을 미쳐 산화 스트레스를 유발
할 수 있으며, 이는 심혈관질환, 당뇨병, 골다공증, 뇌졸증, 신경 
퇴화 및 세포 노화 등 각종 질병을 유발한다(Alfadda과 Sallam, 
2012). 따라서 superoxide anion radical(․O2

-), hydroxyl radical 
(․OH), singlet oxygen(1O2) 및 hydrogen peroxide (H2O2) 등
과 같은 반응성이 매우 큰 활성 산소(active oxygen)의 제거
에 대한 관심이 높아지고 있다. 오랫동안 전 세계적으로 사용
되어 온 합성 항산화제의 효력은 매우 우수하나 체내 에너지 
생산과 세포 대사 및 호흡 작용을 방해하며 발암성이 있고 독
성이 강하다는 문제점이 보고되고 있다(Kahl과 Kappus, 
1993). 따라서 vitamin E, tannin, anthocyanin, carotenoid류, 
flavonoid류 등의 식물 기원의 천연 항산화제의 개발이 절실
히 요구되고 있다.

한편, 간에서 인슐린 저항성이 심해지거나 지방의 간 조직 
내 침착이 일어나면 염증 반응이 일어나고, 이는 지방의 과산
화를 일으켜 산화 스트레스를 증가시킨다(Cichoz과 Michalak, 
2017). 산화 스트레스의 과도한 증가는 간 조직 내 섬유화를 
일으키며, DNA 파괴, 단백질 기능 상실, 지방간 염 또는 지
질 축적으로 인한 중증 지방간을 일으킨다(Jadaja 등, 2017). 
간세포에서 지질의 축적은 항산화 시스템의 균형을 파괴시켜 
산화적 스트레스를 유발하고, MEOS계인 cytochrome P450 
2E1(CYP2E1)에 의해 활성 산소를 생성한다. 그 결과로 지질 
과산화, 간세포 재생 지연, 미토콘드리아 기능 저하 등 다양
한 간 기능 장애와 질환을 일으킨다(Spahis 등, 2017). 최근 
연구에 따르면 폴리페놀 및 플라보노이드의 항산화 효과에 
의한 간 효소 수치의 호전뿐 아니라, 간세포에서 지질 축적 
억제, 비알코올성 지방 간염의 조직학적 호전 및 섬유화의 호
전이 보고된 바 있다(Abenavoli 등, 2017).

따라서 본 연구에서는 울릉도산 식물 5종인 섬초롱꽃, 감
탕나무, 낭아초, 섬나무딸기 및 솔송나무에 대하여 폴리페놀 
및 플라보노이드 함량과 그에 따른 항산화 활성 차이를 분석

하였다. 그리고 HepG2 세포에서의 지질 축적 억제 효과 및 
지질 과산화물 생성 억제 효과를 검증하고, 천연물 소재로서 
식품 활용을 위한 기초 자료를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

실험에 사용된 울릉도산 식물 5종인 섬초롱꽃, 감탕나무, 
낭아초, 섬나무딸기 및 솔송나무는 전체 부위를 건조한 시료
를 국립수목원으로부터 분양받아 사용하였다. 2,2'-azobis 
(2-amidino-propane)dihydrochloride(AAPH), 1,1-diphenyl-2- 
picryl-hydrazyl(DPPH), 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline- 
6-sulfonic acid(ABTS), potassium persulfate, sodium phosphate, 
ferric chloride(FeCl3), sodium acetate, 4,6-tripryridylstriazine, 
ascorbic acid, dimethyl sulfoxide(DMSO) 및 3-(4,5-dime-
thylthiazol-2-yl)-2,5-dimethyltetrazolium bromide(MTT) 등 
그 외 모든 시약은 Sigma-Aldrich(Sigma-Aldrich, MO, 
USA)로부터 구입하였다. 세포 배양에 필요한 Dulbecco’s 
modified eagle’s medium(DMEM) 배지 및 fetal bovine 
serum(FBS)은 Welgene(Welgene, Daegu, Korea)에서 구입하
였다.

추출물 제조

울릉도산 식물 5종은 시료 10 g당 10배량(w/v)의 70%에
탄올로 3시간 동안 3회 환류 추출하고, 추출액은 여과지
(Whatman, Middlesex, UK)로 여과하였다. 여과된 추출액은 
50℃ 수욕상에서 rotary vacuum evaporator(EYELA N-1000, 
Riakikiai Co., Ltd., Tokyo, Japan)로 용매를 제거하고, 감압, 
농축한 후 동결 건조하여 추출 수율을 계산하였다. 건조된 시
료는 3차 증류수에 200 mg/mL로 녹여 -70℃에 저장하였다
가 3차 증류수를 이용하여 실험에 적정 농도로 희석하여 사
용하였다.

총폴리페놀 및 총플라보노이드 함량

총폴리페놀 함량은 Folin-Denis 방법을 변형하여 측정하였
다(Ainsworth과 Gillespie, 2007). 0.2 mg/mL 농도의 추출물 
50 μL에 Folin-Ciocalteu’s phenol reagent 50 μL를 첨가한 
후 3분간 실온에서 반응시켰다. 반응액에 2% sodium 
carbonate(Na2CO3) 용액 150 μL를 가하여 암실에서 2시간 
동안 방치한 후 상등액을 ELISA plate reader(Model 680, 
Bio-Rad La-boratories, Inc., Tokyo, Japan)를 사용하여 760 
nm에서 흡광도를 측정하였다. Gallic acid equivalent(GAE)
를 이용하여 표준 곡선을 작성한 후 이 검량 곡선으로부터 
시료의 총폴리페놀 함량을 구하였다.
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총플라보노이드 함량은 Shi 등(2019)의 방법에 따라 농도
별로 제조한 추출물 20 μL에 diethylene glycol 200 μL와 1 
N NaOH 20 μL를 순서대로 첨가하여 37℃에서 1시간 동안 
반응시켰다. 반응액을 420 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 
naringin equivalent(NAE)를 이용하여 표준 곡선을 작성한 
후 이 검량 곡선으로부터 시료의 총플라보노이드 함량을 구
하였다.

DPPH radical 소거능 측정

울릉도산 식물의 DPPH radical 소거능 측정은 Olszowy와 
Dawidoxicz(2018)의 방법을 활용하였다. 각 추출물을 농도
별(0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 및 2.0 mg/mL)로 제조한 시
료 50 μL에 0.3 mM DPPH 150 μL를 가하고, vortex mixing 
후 실온에서 30분간 반응시킨 후 517 nm에서 흡광도를 측정
하였다. 양성대조군으로 L-ascorbic acid를 사용하였다. 시료 
무첨가구와 첨가구의 값을 비교하여 free radical 소거활성을 
결정하였으며, 시료 무첨가구의 값을 50% 감소시키는 추출
물의 IC50(mg/mL) 값으로 나타냈다.

ABTS radical 소거능 측정

ABTS radical 소거능 측정은 Olszowy와 Dawidoxicz 
(2018)의 방법을 변형하여 측정하였다. 7.4 mM ABTS와 2.6 
mM potassium persulfate를 혼합하여 어두운 곳에 24시간 방
치시킨 후, 이를 734 nm에서 흡광도 값이 0.7±0.002가 되도록 
phosphate buffered saline(PBS)으로 희석한 ABTS solution을 
사용하였다. 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 및 2.0 mg/mL 농
도의 시료 용액 20 μL와 ABTS solution 180 μL를 암소에서 
10분간 반응시킨 후 732 nm에서 흡광도를 측정하여 IC50 

(mg/mL) 값으로 나타냈으며, 양성대조군으로 ascorbic acid
를 사용하였다.

FRAP assay

FRAP법에 의한 항산화 활성은 Benzie와 Strain의 방법에 
따라 0.3 mM sodium acetate buffer(pH 3.6), 40 mM HCl에 
용해한 10 mM TPTZ(2,4,6-tripyridyl-s-triazine) 용액 및 20 
mM ferric chloride를 각각 10:1:1(v/v/v)의 비율로 혼합하여 
FRAP 기질액으로 사용하였다(Vijalakshm과 Ruckmani, 2016). 
96-well plate에 시료 50 μL와 FRAP 기질 액 150 μL 암소에
서 20분간 반응시킨 후 593 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
Ferrous sulfate를 표준 물질로 하여 얻은 표준 검량선으로부
터 계산하였으며, 양성대조군 시료로 ascorbic acid를 사용하
였다.

ORAC assay

울릉도산 식물 추출물의 oxygen radical absorbance capacity 

(ORAC) 측정은 Garrett 등(2010)의 방법을 변형하여 사용하
였다. 시료, 표준 용액 또는 양성대조군 시료인 ascorbic acid 
25 μL와 40 nM fluorescein 150 μL를 혼합하고 37℃에서 3
분간 교반 후, 10분간 방치시켰다. 이 혼합 용액에 150 mM
의 AAPH 25 μL를 첨가한 뒤 형광 광도계(Tecan Infinite 
M200, San Jose, CA, USA)로 90분간 3분 간격으로 측정하
였다. 형광 광도계의 excitation은 485 nm, emission은 520 
nm로 설정하였다. 결과 값은 시료 무첨가구와 첨가구의 area 
under curve(AUC) 값을 나타낸 후, 표준물질인 trolox 
equivalent(TE)를 이용하여 표준 검량 곡선에 대입하여 나타
냈다. 

TBA assay

울릉도산 식물 추출물의 지질 과산화 측정은 Dissanayake 
등(2009)의 thiobarbituric acid(TBA) assay를 변형하여 사용
하였다. 농도별(0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 및 1.0 mg/mL) 시
료와 10 mM linolenic acid를 혼합한 후에 37℃에서 1시간 
반응시켰다. 반응물에 0.05 M H2O2와 0.05 M FeSO4 첨가하
고 37℃에서 2시간 동안 반응시킨 후, 0.4% TBA를 첨가하여 
95℃ water bath에서 15분 동안 반응시켰다. 그 후 15:1 비율
의 n-butanol:pyridine 용액을 500 μL를 첨가하고 1,000 ×g, 
10분 원심 분리 후 상등액을 532 nm에서 흡광도를 측정하였
다. 지질 과산화 억제능은 다음 식으로 산출하였으며 ascorbic 
acid를 양성대조군 시료로 사용하였다. 

Lipid peroxidation inhibition (%) = (A - B) / A × 100
A: 시료가 무첨가 된 반응물의 흡광도 
B: 시료 첨가된 반응물의 흡광도

HepG2 세포 배양 

인간 간암 세포주 HepG2(Human hepatocellular carcinoma 
cell line) 세포는 한국세포주은행에서 분양받아 사용하였으
며, 10% FBS, 1% Anti-biotic Anti-mycotic을 포함한 DMEM 
배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다(Um과 
Kim, 2016). 세포는 2일마다 계대 배양하여 적정수의 세포를 
유지하였다.

MTT assay

울릉도산 식물 5종의 세포 내 독성을 확인하기 위하여 
MTT assay를 이용해 HepG2 세포에 대한 세포 생존율을 측
정하였다(Senthilraja과 Kathiresan, 2015). 배양시킨 HepG2 
세포를 1×105 cells/mL의 농도로 96-well plate에 분주하고, 
24시간 배양 후, 각 well에 시료를 각각 0.1, 0.2, 0.4 및 0.8 
mg/mL로 첨가하였다. 24시간 처리 후 PBS에 녹인 MTT 용
액 5 mg/mL를 각 well에 20 µL씩 처리한 후, 4시간 동안 
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37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 이후 상등액을 제거하
고, DMSO를 100 µL씩 각 well에 첨가하여 생성된 formazan 
결정을 용해한 후, 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 
생존율은 다음 식으로 산출하였다. 

Cell viability (%) = B / A × 100
A: Control의 흡광도 
B: 시료 처리 세포의 흡광도

Oil red O staining

HepG2 세포 배양에서 생성된 총 지질 축적량은 Oil Red 
O(ORO) 염색법을 통해 측정하였다(Um과 Kim, 2016). 배양
시킨 HepG2 세포를 1×106 cells/mL의 농도로 6-well plate에 
분주하고, 24시간 배양 후 각 well에 0.2 mg/mL 시료 및 
ascorbic와 0.6 mM oleic acid(OA)를 처리한 후 24시간 배양
시켰다. 분화 유도된 HepG2 세포의 배양액을 제거하고, PBS
로 2회 세척하였다. 세포 고정을 위해 각 well에 3.7% 
formaldehyde 2 mL를 넣고 15분 후 formaldehyde를 제거하
고, PBS로 3번 세척하였다. ORO 염색약은 증류수와 6:4의 
비율로 섞은 후 0.2 μm filter로 여과하여 사용하였다. 각 well
에 ORO 용액을 500 µL씩 넣고, 상온에서 30분간 염색한 후 
PBS로 3번 세척하였다. 염색된 세포 내 지방구(lipid drop)는 
현미경으로 관찰하였다. 관찰 후 각 well 당 1 mL의 
2-propanol을 넣어 염색약을 추출한 후 540 nm에서 흡광도
를 측정하였으며, ascorbic acid를 양성대조군으로 사용했다.

Triglyceride assay

HepG2 세포에서 생성된 중성 지방 함량은 triglyceride-S 
kit(Asan Pharm. Co., Ltd., Seoul, Korea)를 이용하여 측정하
였다. 배양시킨 HepG2 세포를 1×106 cells/mL의 농도로 
6-well plate에 분주하고 24시간 배양 후, 각 well에 0.2 
mg/mL 시료와 0.6 mM OA를 처리한 후 24시간 배양시켰다. 
분화 유도된 세포는 PBS로 3회 세척하고, scraper로 회수 후, 
10,000 rpm에서 5분간 원심 분리하였다. 원심 분리 후 상층
액을 제거하고, pellet에 lysis buffer(Tris-EDTA buffer)를 첨
가하여 4℃, 12,000 rpm에서 원심 분리하였다. 회수한 상층
액 80 µL에 120 µL의 enzyme buffer solution을 첨가하여 
혼합한 다음, 37℃에서 20분간 반응시킨 후 540 nm에서 흡
광도를 측정하였다. 양성대조군으로 ascorbic acid를 사용하
였으며 단백질 농도는 BCA 방법에 의해 정량하였다(Walker, 
1994).

Lipid peroxidation 측정

울릉도 5종이 지질 과산화물 생성에 미치는 영향을 확인하

기 위하여 Youn 등(2015)의 방법을 변형하여 사용하였다. 배
양시킨 HepG2 세포를 1×106 cells/mL의 농도로 6-well plate
에 분주하고 24시간 배양 후, 각 well에 0.2 mg/mL 시료, 1 
mM H2O2 및 1 mM FeSO4를 처리하여 24시간 반응시켰다. 
산화스트레스가 유도된 세포는 PBS로 3회 세척하고, 1 mL 
PBS를 첨가하여 scraper로 회수 후, 500 μL의 25% trichlo-
roacetic acid(TCA)와 0.67% TBA를 첨가하여 95℃에서 30
분간 가열하였다. 그 후 15:1 비율의 n-butanol:pyrimidine 
625 μL를 첨가하고, 원심분리(13,000 rpm, 5 min)시킨 다음, 
상등액을 취하여 532 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

통계처리

모든 실험은 3회 이상 반복 실시하였으며, 본 실험 연구에
서 얻어진 모든 측정치는 SPSS program(ver. 19.0, SPSS Inc., 
Chicago, USA)을 이용하여 ANOVA를 실시하고, Tukey’s 
multiple range test로 각 군의 평균 차이에 대한 사후 검정을 
하였으며, p<0.05 수준에서 유의차 검정을 실시하였다.

결과 및 고찰

울릉도산 식물의 추출 수율, 총폴리페놀 및 총플라보노이드 

함량

울릉도산 식물 5종을 70% 에탄올로 추출하여 감압 농축 
후 동결 건조한 시료의 추출 수율, 총폴리페놀 및 총플라보노
이드 함량을 계산한 결과는 Table 1에 나타냈다. Zang 등
(2018)에 따르면 물, 에탄올 및 메탄올과 같은 유기용매를 이
용한 추출 방법 중, 물은 용해도가 낮고 메탄올은 독성이 높
지만 에탄올은 폴리페놀 성분에 대한 추출 효율이 높고 독성
이 낮아 식물 추출 시 물과 에탄올의 이원 화합물을 주로 사
용한다고 보고되었다. 또한, 기존의 섬초롱꽃 및 감탕나무 등
의 연구에서 여러 용매 추출물 중 70% 에탄올 추출물의 항산
화 활성 및 플라보노이드 함량이 가장 높다고 보고되어 본 
실험에서도 70% 에탄올을 이용하였다(Cho 등, 2007; Kim 
등, 2018). 울릉도산 식물의 70% 에탄올 추출물의 추출 수율
은 섬초롱꽃(32.6%), 섬나무딸기(24.6%), 감탕나무(16.8%), 
낭아초(14.8%), 솔송나무(12.5%) 순으로 나타났다. 섬초롱꽃
은 가장 높은 추출 수율을 나타냈으며, 섬초롱꽃이 속한 
Campanula 종 중 Campanula glomerata L.과 Campanula 
olympica Boiss. 추출물의 추출 수율은 각각 2.99 및 2.87%
로, 본 논문의 5가지 울릉도산 식물의 추출 수율이 훨씬 높음
을 확인하였다(Usta 등, 2014). 또한, Kim 등(2012)의 보고에 
따르면 섬초롱꽃 80% 에탄올 추출물의 추출 수율은 35.2%
로 본 논문의 섬초롱꽃 70% 에탄올 추출물 추출 수율이 
32.6%인 것과 비교하여 둘 다 높은 수율을 지님을 확인하였
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으며, 2.6% 차이는 추출 용매 차이에 따른 것으로 판단된다.
식물체에 함유되어 있는 페놀 화합물들은 항산화, 항암, 고

혈압 억제 등의 다양한 생리활성을 가지는 것으로 보고되었
다(Rice-Evans 등, 1997). 총 폴리페놀 함량은 섬나무딸기
(296.55 mg GAE/g)>감탕나무(279.76 mg GAE/g)>솔송나무
(172.77 mg GAE/g)>낭아초(116.87 mg GAE/g)>섬초롱꽃
(56.99 mg GAE/g) 순으로 나타났다(Table 1). 섬나무딸기가 
속한 Rubus 종은 ellagic acid, tormentic acid, euscaphic acid, 
miquelianin 및 isoquercitrin 등 많은 폴리페놀 성분을 함유하
는 것으로 보고되었으며, 본 논문에서도 가장 높은 폴리페놀 
함량을 나타냈다(Kim 등, 2014). 또한, R. fraxinifolius, R. 
rosifolius 및 R. fruticosus의 폴리페놀 함량이 각각 39.0, 
80.62 및 7.84 mg GAE/g으로 나타난 것에 비해 본 논문의 
섬나무딸기, 감탕나무 및 솔송나무 등이 2배 이상 더 높은 폴
리페놀 함량을 확인하였으며, 이에 따른 강력한 항산화 효능
이 나타날 것으로 추측된다.

플라보노이드는 폴리페놀에 속하는 식물색소로, 폴리페놀
과 마찬가지로 활성산소종을 효과적으로 제거하여 항산화능
이 높다고 알려져 있으며, 항바이러스, 항염증, 항암 효과가 
있는 것으로 알려져 있다(Pietta, 2000). 총플라보노이드 함량
은 감탕나무(270.70 mg NAE/g), 섬나무딸기(232.26 mg 
NAE/g), 솔송나무(168.11 mg NAE/g), 낭아초(139.29 mg 
NAE/g) 및 섬초롱꽃(85.19 mg NAE/g) 순으로 나타났다
(Table 1). 기존의 연구에 따르면 낭아초가 속한 Indigofera종
은 quercetin, flavonol glycoside, kaempferol 등의 플라보노
이드 성분을 지니며, 특히 I. nigritana 및 I. macrocalyx는 
96.3 mg/g, 92.3 mg/g의 높은 플라보노이드 함량과 이에 따
른 높은 항산화 활성과 지질 과산화 억제 활성이 보고되었다
(Bakasso 등, 2008; Rahman 등, 2018). 본 연구에서는 기존
에 발표된 Indigofera종보다 낭아초의 플라보노이드 함량이 
높음을 확인하였고, 감탕나무, 섬나무딸기 및 솔송나무가 낭
아초보다 각각 1.94, 1.67 및 1.21배 높은 플라보노이드 함량
을 지님을 확인하였다. 따라서 울릉도산 식물 5종의 높은 폴

리페놀 및 플라보노이드 함량에 따른 높은 항산화 효능 및 
지질 과산화 억제 효능이 나타날 것으로 추측된다. 울릉도산 
식물 5종 중 폴리페놀 함량은 섬나무딸기, 플라보노이드 함
량은 감탕나무에서 제일 높게 나타났는데, 이는 폴리페놀을 
구성하는 성분 중 비 플라보노이드에 속하는 ellagic acid, 
hydroxy benzoic acid 및 hydroxycinnamic acid 등과 그 유도
체인 stilbene, phenolic alcohol 등의 다양한 영향으로 함량에 
다소 차이가 있을 것으로 판단된다(Kim 등, 2016).

울릉도산 식물의 항산화 활성

DPPH, ABTS, FRAP 및 ORAC 방법을 이용하여 울릉도
산 식물 5종의 항산화 활성을 측정한 결과는 Table 2에 나타
냈다. DPPH는 비교적 안정한 free radical로 폴리페놀 및 플
라보노이드와 같은 생리활성 성분들로부터 수소나 전자를 받
아 환원될 때 보라색이 탈색되어지는 원리를 이용하며, 비교
적 짧은 시간 내에 항산화능을 측정할 수 있어 널리 사용되고 
있는 방법이다(Dontha, 2016). DPPH 라디칼 소거능의 IC50

값은 섬초롱꽃, 감탕나무, 낭아초, 섬나무 딸기 및 솔송나무
에서 각각 3.85, 0.62, 0.93, 0.30 및 0.46 mg/mL로 섬나무딸
기에서 가장 높은 항산화능을 확인하였다. 울릉도산 5종 추
출물에 비해 양성대조구인 ascorbic acid의 IC50값은 0.07 
mg/mL로 높은 DPPH 라디칼 소거능을 보였다(Table 2). Kivi
와 Sartipnia 등(2014)은 섬나무딸기가 속한 Rubus 종의 DPPH 
라디칼 소거능 결과, 물 추출물에서 IC50값 0.23-0.16 mg/mL, 
메탄올 추출물에서 IC50값 0.45-0.38 mg/mL로 높은 항산화 
활성이 보고되었으며 Lee 등(2014)에 의하면 Rubus 추출물
들에서 총폴리페놀 함량이 높은 시료일수록 DPPH 라디컬 
소거 활성이 높았다고 보고되었다. 본 연구에서도 총 폴리페
놀 함량이 가장 높았던 섬나무딸기 추출물의 DPPH 라디칼 
소거 활성이 가장 높은 것으로 나타났으므로 상관관계가 있
음을 확인하였다.

ABTS 라디칼 소거능은 potassium persulfate와의 반응에 
의해 생성된 ABTS+가 시료 내의 항산화 물질에 의해 제거되

Table 1. Contents of total polyphenols and total flavonoids on five plants from Ulleung island 

Samples Extraction yield
(%) Samples

Total polyphenols
(mg GAE/g)

Total flavonoids
(mg NAE/g)

Campanula takesimana Nakai 32.45±2.96a1)  56.99±0.76e  85.19±3.81e

Ilex integra Thunb. 16.93±1.84c 279.76±6.40b 270.70±6.33a

Indigofera pseudotinctoria Matsum. 15.00±0.50c 116.87±2.78d 139.29±5.18d

Rubus takesimensis Nakai 24.48±2.73b 296.55±10.24a 232.26±8.40b

Tsuga sieboldii 13.53±1.68c 172.77±2.73c 168.11±2.22c

1)All values represent mean±SD (n=3). Values with different letters are significantly different by Tukey’s multiple range test (p<0.05).
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어 탈색되는 것을 이용한 항산화능 측정 방법이다(Dontha, 
2016). 울릉도산 식물의 ABTS 라디칼 소거 활성의 IC50값은 
섬초롱꽃(4.33 mg/mL), 감탕나무(0.88 mg/mL), 낭아초(1.85 
mg/mL), 섬나무딸기(0.33 mg/mL) 및 솔송나무(0.49 mg/mL)
로 나타났다(Table 2). 양성 대조군인 ascorbic acid의 IC50값
은 0.19 mg/mL로 DPPH와 마찬가지로 5종 추출물보다 높은 
ABTS 라디칼 소거능을 확인하였다. Kim 등(2012)은 섬초롱
꽃의 물 추출물과 핵산 추출물 0.5 mg/mL에서 ABTS 라디칼 
소거능은 각각 6.82% 및 14.46%로 나타났으며, ABTS 라디
칼 소거능이 높은 추출물이 DPPH 및 FRPAP에서도 높은 항
산화 효과를 지닌다고 보고하였다. 본 실험에 사용된 섬초롱
꽃 70% 에탄올 추출물은 0.5 mg/mL에서 10.55% 소거능을 
보였으며, 이는 추출 용매, 추출 온도 등의 영향을 받아 각 
연구 결과가 다소 차이가 있을 것으로 판단된다. 또한, 섬나
무딸기, 솔송나무 및 감탕나무 추출물 0.5 mg/mL에서도 
59.45%, 44.85%, 42.28%의 ABTS 라디칼 소거능을 보여 높
은 항산화 활성을 확인하였다.

Fe2+는 hydroxyl radical(․OH)과 superoxide radical(․O2-) 등
의 생성을 촉진하며, 이러한 금속이온인자에 대한 chelating 
활성이 높을수록 산화반응에 촉매작용을 감소시킬 수 있는 
능력을 측정하는 지표로 이용된다(Ojha 등, 2018). 울릉도산 
식물의 FRAP 라디칼 소거 활성은 섬나무딸기(318.61 μmol 
FeSO4/g), 감탕나무(314.70 μmol FeSO4/g), 솔송나무(279.11 
μmol FeSO4/g), 낭아초(182.39 μmol FeSO4/g) 그리고 섬초
롱꽃(35.57 μmol FeSO4/g) 순으로 나타났다. DPPH 및 ABTS
와 달리 양성대조군인 ascorbic acid(314.70 μmol FeSO4/g)
보다 섬나무딸기와 감탕나무에서 높은 FRAP 라디칼 소거 
활성을 보여 두 가지 추출물이 금속이온에 대한 chelating 활
성이 뛰어나다고 판단된다. 감탕나무가 속한 Ilex종의 유전자
형이 다른 6가지 추출물을 LC-PDA-APCI-MS을 통해 분석
한 결과, 대표적으로 caffeoylquinic acid, rutin 및 kaempferol 

등의 폴리페놀이 함유되어 있었으며, 폴리페놀 함량이 높은 
Ilex종일수록 ABTS, FRAP에서 가장 높은 항산화활성을 보
였다. 또한, 폴리페놀 함량과 항산화 활성 간의 상관관계를 
정량화하기 위해 Pearson 상관관계 분석을 한 결과, 폴리페
놀 함량과 ABTS, FRAP 및 DPPH 모두에서 양의 상관관계
를 확인하였다(Zhu 등, 2009). 본 연구 결과, 총 페놀 함량이 
가장 높은 섬나무딸기의 추출물에서 DPPH, ABTS, FRAP 
및 ORAC assay 항산화 활성이 가장 높게 측정되어, 각 추출
물이 함유하고 있는 총폴리페놀 화합물의 함량이 항산화 활
성에 영향을 미친다는 보고와 일치하였다.

ORAC assay는 일정 시간이 지남에 따라 peroxyl radical
에 의해 손상되어 발색되는 형광 값을 측정하여 시료의 항산
화능을 측정하는 실험 방법이다(Ojha 등, 2018). 섬초롱꽃, 
감탕나무, 낭아초, 섬나무딸기 및 솔송나무 추출물의 ORAC 
value를 측정한 결과, 각각 1.45, 1.47, 1.47, 1.74 및 1.33 
mmol TE/g으로 나타났다. 양성대조군인 ascorbic acid(1.33 
mmol TE/g)보다 5종의 추출물이 모두 높은 ORAC 항산화능
을 보여 DPPH와 달리 시료가 장시간 반응에 의한 항산화능
이 높다고 판단된다. Wang과 Lin(2000)의 보고에 따르면 섬
나무딸기가 속한 Rubus 종 추출물들의 ORAC 활성을 스크
리닝한 결과, 건조한 시료에서는 0.035-0.162 mmol TE/g, 건
조하지 않은 시료에서는 0.007-0.033 mmol TE/g을 나타내었
다. 이에 비해 본 논문의 울릉도산 식물 5종의 ORAC 평균은 
1.49 mmol TE/g으로 훨씬 높은 수치를 나타내 항산화 효과
가 높은 천연 자원으로 이용이 가능할 것으로 판단된다. 폴리
페놀 함량이 가장 높았던 섬나무딸기의 ORAC value가 1.74 
mmol TE/g으로 가장 높게 나왔으나, 플라보노이드 함량이 
가장 높았던 감탕나무의 ORAC value는 1.47 mmol TE/g으
로 다른 종과 비슷한 결과를 보였다. 따라서 폴리페놀류 중 
플라보노이드뿐만 아니라 비플라보노이드 역시 ORAC value
에 영향을 미친다는 보고와 일치하였다(Madrigal-Carballod 

Table 2. Antioxidant activities of five plants from Ulleung island 

Samples
DPPH ABTS FRAP ORAC

IC50 (mg/mL) μmol FeSO4/g mmol TE/g

Campanula takesimana Nakai 3.85±0.85a1) 4.33±0.54a  35.57±1.33d 1.45±0.07a

Ilex integra Thunb. 0.62±0.00b 0.88±0.16ab 314.70±3.22a 1.47±0.23a

Indigofera pseudotinctoria Matsum. 0.93±0.02b 1.85±0.66a 182.39±0.57c 1.47±0.16a

Rubus takesimensis Nakai 0.30±0.03b 0.33±0.02b 318.61±2.57a 1.74±.0.12a

Tsuga sieboldii 0.46±0.15b 0.49±0.26b 279.11±4.18b 1.33±0.27a

Ascorbic acid 0.07±0.00b 0.19±0.32b 314.64±4.09a 1.23±0.74b

1)All values represent mean±SD (n=3). Values with different letters are significantly different by Tukey’s multiple range test (p<0.05).
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등, 2009). 본 논문의 DPPH, ABTS, FRAP 및 ORAC assay 
실험결과, 울릉도산 식물 5종의 항산화 활성이 모두 우수함
을 확인하였다. 

울릉도산 식물의 세포 독성 평가

울릉도산 식물인 섬초롱꽃, 감탕나무, 낭아초, 섬나무딸기 
및 솔송나무 추출물에 의한 HepG2 세포의 생존율을 확인한 
결과를 Fig. 1과 같이 나타내었다. 시료를 첨가하지 않은 세
포에 비해 5종 추출물 모두 0.8 mg/mL에서 세포 생존율이 
감소하였으나 통계적으로 유의한 차이는 나타나지 않았다
(p<0.05). Kim 등(2018)의 보고에 따르면 제주도 자생식물 
중 감탕나무과 추출물의 Raw 264.7 세포에 대해 0.2 mg/mL 
농도에서 약 100%의 생존율을 나타냈으며, Kim 등(2019)은 
섬나무딸기와 가장 유사한 종인 산딸기속 식물이 Raw 264.7 
세포에 대해 0.2 mg/mL 농도에서 86%의 세포 생존율, 
57.1%의 NO생성량 억제 효과를 보고하였다. 따라서 본 논문
에서는 추출물의 농도를 수율과 활성을 고려하여 이하 모든 
세포 실험에서 0.2 mg/mL 농도로 진행하였다.

울릉도산 식물의 세포 지질 축적 및 중성지방 함량 감소 

효과

울릉도산 식물의 지질축적억제 활성을 평가하기 위하여 
HepG2 세포에 OA를 이용하여 지방 생성을 유도한 후 ORO 
염색법으로 평가하였다. ORO 염색 시약은 세포 내 지질과 
결합하며, 염색된 세포의 붉은색이 강할수록 세포 내 지질 축
적이 많이 이루어졌음을 의미한다(Yao 등, 2011). 분화된 
HepG2 세포 ORO로 염색하고 광학 현미경을 통해 관찰 후 
정량하였다(Fig. 2A-B). 결과, OA만 처리한 세포는 OA를 처
리하지 않은 세포에 비해 지질 형성이 활발하게 유발된 것을 
관찰하였으며, 이를 정량한 결과, 지질 축적률이 5.9배 증가하
였다(p<0.05). 울릉도산 식물의 처리한 세포는 각각 섬초롱
꽃(46.20%), 감탕나무(46.20%), 낭아초(51.35%), 섬나무딸
기(61.91%) 및 솔송나무(49.89%)의 지질 축적률 억제 효과
를 확인하였다(p<0.05). 양성대조군으로 쓰인 ascorbic acid
의 지질 축적 억제 효과는 67.33%로 모든 추출물보다 높았으
나, 섬나무딸기와는 유의적 차이를 보이지 않아 울릉도산 5
종 중 섬나무딸기의 지질 축적 억제 효과가 가장 높음을 확인
하였다. Forbes 등(2017)은 항산화 활성이 높을수록 HepG2
세포에서 지질 축적률 억제 효과가 증가한다고 보고하였으며, 
Pisonero 등(2015)은 다양한 플라보노이드 성분인 quercetin, 
naringenin 등이 지방산 산화 및 지질 합성 경로를 조절함으
로써 지방간증을 억제하고, 비알코올성 지방간질환을 개선한
다고 보고하였다. 울릉도산 식물 5종 중 항산화 활성이 가장 
높았던 섬나무딸기의 지질 축적 억제율이 가장 높은 결과를 

통해 지질 축적이 항산화 효과를 나타내는 폴리페놀 물질과 
연관됨을 확인하였다.

체내에서 중성 지방은 포도당과 함께 세포의 중요한 에너
지원으로 사용되지만 간세포의 중성지방이 과도하게 축적될 
경우 지방간으로 인한 간기능 저하, 간경화, 간암 또는 다양
한 만성 질환의 원인이 된다(Kawano과 Cohen, 2013). 따라
서 본 연구에서는 HepG2에 OA를 처리하여 지방 생성을 유
도 후 울릉도산 식물 추출물의 중성 지방 함량을 측정하여 
Fig. 2C에 제시하였다. OA를 처리하지 않은 HepG2 세포에
서 중성 지방 함량은 42.02 mg/dL로 나타났으며, OA만 처리
한 세포에서 중성 지방 함량은 159.70 mg/dL로 나타나 중성 
지방 생성이 3.78배 증가됨을 확인하였다(p<0.05). 울릉도산 
식물을 처리한 세포의 중성지방 함량은 섬나무딸기(39.27 
mg/dL), 솔송나무(42.48 mg/dL), 낭아초(47.24 mg/dL), 섬초
롱꽃(57.11 mg/dL), 감탕나무(57.61 mg/dL) 순으로 OA만 처
리한 세포와 비교하여 모두 100 mg/dL 이상억제 효과를 나타
냈다. 양성대조군인 ascorbic acid의 중성 지방 함량은 38.60 
mg/dL로 추출물 5종보다 억제 효과가 높으나 유의적인 차이
는 보이지 않아 울릉도산 5종 추출물의 우수한 중성 지방 억
제 활성을 확인하였다. Sun 등(2019)의 보고에 따르면 산화
스트레스의 과도한 증가는 adipokine의 생성 이상을 초래하
여 간의 c-reactive protein을 증가시켜 대사질환을 유발한다. 
또한, Yang 등(2018)은 연구를 통해 항산화 성분이 지방간 
관련인자인 AMP-activated protein kinase 및 Acetyl-CoA 
carboxylase를 인산화 시켜 지질 대사 억제를 통한 중성 지방 
생성억제 효과를 지닌다고 보고하였다. 본 연구 결과, 항산화 

Fig. 1. Effect of five plants from Ulleung island on cell viability 
in HepG2 cell. 
CT, Campanula takesimana Nakai; II, Ilex integra Thunb.; IP, Indigofera 
pseudotinctoria Matsum; RT, Rubus takesimensis Nakai; TS, Tsuga 
sieboldii.
Cells were incubated with extracts at the concentration of 100, 200, 
400, 800, and 1,000 μg/mL for 24 h. Cell viability was measured by 
MTT assay. Data are expressed as percent growth rate of cells cultured 
in the presence of extracts compared with untreated control cells, taken 
as 100%. Results were presented as mean±SD (n=3). Different letters 
indicate significant difference between means at p<0.05 by Tukey’s 
multiple range test. 
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활성이 높았던 울릉도산 식물 5종의 중성 지방 생성이 모두 
유의적으로 낮아졌으며, 항산화 활성이 중성 지방 생성에 영
향을 미친다고 예측된다. 이를 확인하기 위해 분자생물학적
인 후속 연구가 필요할 것으로 판단된다.

울릉도산 식물의 지질 과산화물 생성억제 활성

지질 과산화는 조직 내 ROS 발생으로 인한 인지질 막 내 
불포화 지방산의 수소를 탈취함으로써 지질 과산화(lipid 

peroxidation)의 연쇄반응이 진행되고, 최종 부산물로 malon-
dialdehyde(MDA) 등의 지질 과산화물을 생성한다. 이러한 
부산물들은 간세포 손상 및 단백질 변화 등을 유발시켜 간독
성을 나타내며, hepatic lipid의 alkyl기 또는 간세포 핵의 
DNA와 공유결합을 하여 괴사를 일으킨다고 보고되었다
(Poli 등, 1987). 이에, 본 실험에서는 추출물의 지질 과산화물 
생성 억제 효과와 산화스트레스를 유발한 HepG2세포에서의 
지질 과산화물 생성 억제 효과를 각각 Table 3과 Fig. 3에 나

Fig. 2. Effect of five plants from Ulleung island on lipid accumulation in HepG2 cell.
(A) Oil Red O staining, (B) Lipid accumulation and (C) Triglyceride content. 
OA, oleic aicd; CT, Campanula takesimana Nakai; II, Ilex integra Thunb.; IP, Indigofera pseudotinctoria Matsum; RT, Rubus takesimensis Nakai; 
TS, Tsuga sieboldii; AA, ascorbic aicd.
Lipid accumulation and triglyceride contents in HepG2 cell was evaluated by Oil Red O staining and triglyceride assay kit. Results were presented 
as mean±SD (n=3). Different letters indicate significant difference between means at p<0.05 by Tukey’s multiple range test. 

Table 3. Inhibitory effect of lipid peroxidation on five plants from Ulleung island (%)

Samples
Concentration (mg/mL)

0.0625 0.125 0.25 0.5 1

Campanula takesimana Nakai  6.91±1.57d1)  7.41±0.11c  8.58±5.22c 11.75±4.22b 17.63±9.40b

Ilex integra Thunb. 23.51±0.25c 25.03±1.55b 27.45±3.20bc 29.20±4.59ab 33.73±5.80ab

Indigofera pseudotinctoria Matsum. 25.31±1.85c 28.39±2.48b 34.06±5.27abc 36.86±4.64ab 34.80±0.28ab

Rubus takesimensis Nakai 42.34±10.37ab 43.43±0.12a 44.46±1.71abc 47.83±6.47a 52.51±12.47ab

Tsuga sieboldii 47.75±2.77a 49.74±2.36a 50.69±7.82ab 53.84±2.64a 56.87±7.53ab

Ascorbic acid 31.84±1.99bc 32.85±2.05b 58.02±2.54a 61.45±4.98a 65.08±.4.98a

1)All values represent means±SD (n=3). Values with different letters are significantly different by Tukey’s multiple range test (p<0.05).
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타내었다. 불포화 지방산인 linoleic acid를 이용한 TBA 방법
으로 울릉도산 식물 5종의 항산화 활성을 측정한 결과, 1 
mg/mL 농도의 시료 첨가구에서는 시료 무첨가구에 비해 솔
송나무(56.87%) > 섬나무딸기(52.51%) >  낭아초(34.80%) 
> 감탕나무(33.75%) > 섬초롱꽃(17.63%) 순으로 억제율을 
보였으며, 각각의 5종 추출물은 농도 의존적으로 지질 과산
화물 생성을 억제하였다(Fig. 3). 총 폴리페놀 함량이 높았던 
섬나무딸기 추출물은 가장 낮은 농도인 62.5 μg/mL에서도 
40% 이상의 지질 과산화물 생성 억제 활성을 보였으며, 모든 
추출물에서 농도의존적으로 효과가 나타나, 폴리페놀 함량이 
지질 과산화물 생성에 영향을 미친다고 한 Liu와 Luo(2019)
의 보고와 일치한 결과를 확인하였다. 양성대조군인 ascorbic 
acid의 지질 과산화물 생성 억제율은 125 μg/mL에서 
32.85%로 섬나무딸기(43.43%) 및 솔송나무(49.74%)에서 더 
높은 효과를 보여 두가지 추출물의 효과적인 지질 과산화물 
억제 활성을 확인하였다.

산화 스트레스로 인한 세포 손상의 증거로 생성된 지질 과
산화 생성물에 대한 울릉도산 식물의 억제 효과를 확인한 결
과, HepG2 세포에 H2O2를 단독 처리한 세포는 H2O2를 처리
하지 않은 세포에 비해 지질 과산화물이 62.43% 증가하였다. 
세포에 울릉도산 식물 5종을 처리한 경우는 H2O2 단독 처리 
세포와 비교하여 섬나무딸기(27.43%) > 솔송나무(21.00%) > 
섬초롱꽃(19.33%) > 감탕나무(19.09%) > 낭아초(18.66%) 
순으로 유의한 지질 과산화물 생성 억제 효과를 보였다. 양성
대조군인 ascorbic acid의 지질 과산화물 억제율은 38.78%를 
보여 추출물 5종보다 높은 활성을 확인하였다. 한편, 본 연구
에서 가장 높은 폴리페놀 함량을 나타냈던 섬나무딸기 추출
물의 지질 과산화물 생성 억제 활성은 다른 추출물들에 비해 

유의적인 차이를 나타내지는 않았다. 이는 지질 과산화물 생
성에 식물 추출물의 폴리페놀 외 당단백질, 단백질 효소, 지
방산 성분 등에 따라 차이가 생겼을 것으로 판단된다(Niki 
emd, 2005). 

이상의 결과를 통해, 울릉도산 식물 5종의 항산화 활성을 
기반으로 한 지질 과산화물 및 지질 축적률 억제 효과를 확인
하였으며, 이를 식품 소재로 활용하였을 시 간세포의 지질 축
적 억제 효과를 가질 것으로 사료된다. 향후 울릉도산 식물 
5종을 건강 식품 소재로 이용하기 위해 원료의 기능성, 표준
화, 안전성에 대한 추가 연구가 필요하다고 판단된다(Kim 
등, 2012).

요   약

본 연구는 울릉도산 식물 5종의 생리효능을 체계적으로 밝
히기 위한 기초 자료를 얻고자 HepG2 세포에서 70% 에탄올 
추출물의 항산화 및 지질 축적 효과를 검증하였다. 울릉도산 
식물 5종 중 추출 수율은 섬초롱꽃이 가장 좋았으며 총폴리
페놀 함량 및 총플라보노이드 함량은 각각 섬나무딸기와 감
탕나무가 가장 높았다. 울릉도산 식물 5종의 건강 식품 소재
로서 가치를 확인하기 위하여 항산화 활성 및 지질 축적률 
억제를 확인한 결과, DPPH, ABTS, FRAP 및 ORAC에서 5
종 모두 높은 항산화 활성을 보였으며, 섬나무딸기에서 가장 
강력한 항산화 활성이 나타났다. 또한, OA와 H2O2를 각각 
처리한 HepG2 세포에서 ORO 염색법, 중성 지방 함량 측정 
및 TBA assay 결과, 울릉도산 식물 5종 추출물 모두 지질 
축적률 및 중성 지방 함량을 50% 이상 감소시키고, 약 17%
의 지질 과산화물을 생성을 억제시켰다. 이상의 결과로부터 
본 논문이 울릉도산 식물 5종을 건강 식품 소재로 활용하기 
위한 생리활성물질, 항산화 활성 및 지질 축적 억제 활성을 
검토하는 기초 자료로 활용될 수 있을 것이라 사료된다.
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Fig. 3. Effect of five plants produced in Ulleung island on lipid 
peroxidation in HepG2 cell. 
CT, Campanula takesimana Nakai; II, Ilex integra Thunb.; IP, Indigofera 
pseudotinctoria Matsum; RT, Rubus takesimensis Nakai; TS, Tsuga 
sieboldii; AA, ascorbic acid.
Lipid peroxidation in HepG2 cell was evaluated by TBA assay. Results 
were presented as mean±SD (n=3). Different letters indicate significant 
difference between means at p<0.05 by Tukey’s multiple range test. 
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