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서   론

최근 우리 농산물에 대한 소비자들의 관심과 소비 증가로 
우리 밀 가공제품의 수요와 소비는 증가하고 있다(Kim 등, 
2014). 밀은 우리나라에서 쌀, 옥수수와 더불어 3대 작물 중 
하나로 국민 1인당 소비량이 32.4 kg으로 쌀 다음으로 많으

며, 주 용도는 주식으로 생산과 소비가 이루어지고 있다
(Ham 등, 2015). 하지만, 이러한 밀의 대부분은 수입에 의존
하고 있으며, 국내 밀 생산량은 수입량 대비 1.7% 비율로
(MAFRA, 2018), 국내 자급률이 매우 낮은 작물이다(Kwak 
등, 2017). 이렇다보니 대부분 수입 밀에 의존하는 국내 제분 
산업의 경우, 최근 기후변동에 의한 국제 곡물 가격 변동에 
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Abstract

This study aimed to identify the phytochemical compounds in purple wheat bran ‘Arriheuk’ extract, with water, 
50% ethanol and 70% ethanol and determine its physiological activities. Six types of flavonoids were identified 
in ‘Arriheuk’ extract using a HPLC analysis. The highest total polyphenol content was observed in the 70% ethanol 
extract, while the highest total flavonoid content was obtained both from the water and the 70% ethanol extracts 
of ‘Arriheuk’. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical scavenging activity was significantly high in the 48-h water 
extract and the 12-h 70% ethanol extract, while the 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) free radical 
scavenging activity was not significantly different between the two extracts. Cell viability, determined by the 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay, was high for cells treated with 70% ethanol 
extract. The apoptosis protective effect, confirmed by Hoechst staining, showed that the morphological features were 
significantly reduced in cells treated with the 70% ethanol extract. Oil-Red-O staining was used to confirm the 
protective effect of ‘Arriheuk’ extracts on the intracellular lipid accumulation in cells, and the results showed the 
best inhibitory effect was observed at the 70% ethanol extract. However, the effect decreased in a concentration 
dependent manner. These results may improve the usage of ‘Arriheuk’ as a food material in the future.   
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직접적인 영향을 받고 있어, 이러한 문제해결을 위해, 정부에
서는 국내 밭작물 자급률 향상을 위해 우리 밀의 재배 면적을 
증가시키고는 있으나, 농가당 생산규모가 작고, 농지가 분산
되어 있으며, 벼 중심의 밀재배에 따른 조기수확 등으로 같은 
품종 내에서도 균질도가 떨어져 수입 밀에 비해 품질이 낮게 
평가되어, 제품 가공업체에서 가격 등의 이유로 기피하고 있
는 실정이다. 따라서 밀의 안정적인 수매처 확보가 어려워 생
산량 확대가 쉽지 않은 상황이다(Kim 등, 2018). 이에 농촌진
흥청 국립식량과학원에서는 국산 밀의 생산 및 소비 확대를 
위하여 육종 프로그램을 통한 재래종 흑밀과 신미찰 품종을 
인공 교배하여 자색의 밀 품종 ‘아리흑’을 개발하였다(Kim 등, 
2018). ‘아리흑’은 자색을 띄는 품종으로 이러한 자색밀은 안
토시아닌, 폴리페놀 화합물 등을 다량 함유하고 있는 것으로 
알려져 있으며(Hosseinian 등, 2008; Hu 등, 2007), 이러한 성
분들에서의 다양한 기능성을 기대할 수 있을 것이다. 또한, 
‘아리흑’은 국내 밀 산업의 성장, 일반 농가의 무단 재배 및 
판매 방지, 다른 품종과의 혼입을 방지하여, 농가의 안정적 판
로 확보를 통한 소득 보전을 위해 산업재산권(식물특허)에 등
록되어져 있다. 본 연구에서는 국내산 자색밀 ‘아리흑’에서의 
유효성분 확인 및 다양한 기능성 효능 규명을 통한 기초자료 
제공을 목적으로 하며, 이를 통한 우리 밀 생산 및 소비 확대
를 통한 국내 밀 산업 성장에 도움이 되고자 한다.

재료 및 방법 

자색밀 ‘아리흑’ 추출물 제조

본 연구에 사용된 아리흑은 자색을 띄는 자색밀로 2019년
에 수확된 것으로 국립식량과학원으로부터 제공받았다. 추출
용매로는 향후 일반식품 적용을 고려하여 물과 에탄올을 사
용하였다. 추출에 사용된 아리흑은 겨층을 제거한 통밀에 20

배의 물과 50% 및 70% 에탄올을 첨가하여 12시간 간격으로 
48시간 동안 실온(18±2℃)에서 추출하였고, 이러한 작업은 2
회 반복하였다. 추출된 용매는 여과하여 감압농축(60℃, 100 
hpa) 후, 동결건조하였다. 분말 수율은 동결 건조된 분말 중
량을 추출에 사용한 원료의 중량으로 나누어 백분율(%)로 나
타내었고, 이때 수율은 2.2%로 70% 에탄올 추출물이 가장 
높게 나타났다.

HPLC 분석 조건

아리흑의 페놀화합물 및 플라보노이드는 HPLC(Waters 
2690, Waters, Milford, MA, USA)를 이용하였고, 검출기는 
PDA(Waters 996, Waters)를 사용하여 분석하였다. 아리흑 
추출물 0.02 g을 취해 70% methanol 1 mL에 녹인 후 13,000 
rpm에서 10분간 원심 분리하였다. Column은 Zorbax Eplipse 
XDB C18(5 μm, 4.6×250 mm, Agilent, Santa Clara, CA, 
USA)과 C18 guard column(5 μm, 4.6×20 mm, Agilent, Santa 
Clara, CA, USA)을 사용하였다. 분석은 gradient mode로 진
행하였고, 이동상은 0.1% formic acid를 함유하는 10% 
acetonitrile 용액(A)과 0.1% formic acid를 함유하는 90% 
acetonitrile 용액(B)을 사용하였다. HPLC condition은 Table 
1과 같다. 

총폴리페놀 분석

총폴리페놀은 Folin-Ciocalteu’s 발색법(Oh 등, 2000)에 준
해 분석하였다. 시료 1 mL에 증류수 7.5 mL를 가한 후 3분
간 방치시킨 다음 Folin-Ciocalteu 0.5 mL를 첨가하고, 3.5% 
sodium carbonate anhydrous 1 mL를 첨가해 1시간 동안 방
치 후 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질은 gallic 
acid를 사용하여 표준검량 곡선을 작성 후 총폴리페놀 함량

Table 1. HPLC conditions for analysis of phenolic compounds 

Instrument Waters 2690 (Water, Milford, MA, USA)

Column Zorbax Eplipse XDB C18 (5 μm, 4.6×250 mm, Agilent, Santa Clara, CA, USA)
C18 guard column (5 μm, 4.6×20 mm, Agilent, Santa Clara, CA, USA)

Mobile phase A: 0.1% formic acid, 10% acetonitrile 
B: 0.1% formic acid, 90% acetonitrile 

Flow phase 0.8 mL/min

Injection volume 10 μL

Detector 280 nm

Gradient

Time (min) 5 10 40 45 50

A% 100 85 30 100 100

B% 0 15 70 0 0
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을 정량하였다. 

총플라보노이드 분석

총플라보노이드는 시료 1 mL와 diethylene glycol 10 mL
를 혼합하고 1 N NaOH 용액 1 mL를 가하여 1시간 반응시킨 
후 420 nm에서 흡광도를 측정하였다(Dewanto 등, 2002). 분
석은 각 시료당 3반복 실시하였고, 이 때 표준물질은 quercetin
을 사용하여 표준검량 곡선을 작성한 다음 총플라보노이드 
함량을 구하였다.

DPPH 자유 라디칼 소거활성 측정

1,1-Diphenyl-2-picryhydrazyl(DPPH) 자유 라디칼 소거활
성은 Blois의 방법(Lee 등, 2001)을 변형하여 측정하였다. 
0.1 mM DPPH 용액 150 µL와 시료 50 µL를 혼합하여 30분
간 암소에서 반응시킨 후 530 nm에서 흡광도를 측정하였다.

 
ABTS 자유 라디칼 소거활성 측정

2-2'-Azino-bis3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid(ABTS) 
자유 라디칼 소거활성은 potassium persulfate의 반응에 의해 
생성된 ABTS 라디칼이 항산화 물질에 의해 제거되어 청록
색으로 탈색되는 것을 이용한 방법(Blois, 1977)이다. 2.4 mM 
potassium persulfate 용액을 7 mM ABTS가 되도록 용해시
킨 다음 암소에서 24시간 동안 반응시켰다. ABTS solution을 
형성시킨 후 630 nm에서 흡광도 값이 0.70±0.02가 되게 증
류수로 희석하였다. 희석된 용액과 각 시료를 1:1로 혼합한 
후 630 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

세포배양

본 실험에 사용된 간암세포주 AML-12는 American type 
culture collection(ATCC)에서 구입하였으며, 10% FBS(Gibco, 
Grand island, NY, USA)와 penicillin(100 units/mL)이 함유된 
DMEM(Gibco) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 
배양하였다. 지방증(steatosis)을 일으키기 위해 palmitate를 
isopropanol에 녹인 다음, 1%의 bovine serum albumin(BSA)
을 함유한 DMEM 배지에 conjugation시켜 사용하였다. 

세포생존율 측정 

세포생존율을 확인하기 위해 MTT assay로 측정하였다. 
AML-12 세포는 1×105

 cells/well로 분주하여 24시간 동안 
배양한 후, 배지를 제거하고 0.5 mM palmitate로 유도시킨 
후 추출물 시료를 농도별로 처리하였다. 24시간 배양한 후 
MTT(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 시약을 10 
μL 처리하여 4시간 배양한 후 배지와 MTT 시약을 제거하고 
활성이 있는 세포들이 MTT를 환원하여 생성한 formazan 

crystal을 측정하기 위해 DMSO를 100 μL를 넣고 570 nm에
서 흡광도를 이용하여 세포 생존율을 측정하였다.

    
형광염색 

세포 배양이 끝난 뒤 세포를 PBS로 희석한 다음 1,000 
rpm에서 10분간 원심분리하여 세척하고, 동일한 방법으로 
한 번 더 세척한 후 Hoechst 33258 핵 염료를 도포하고, 37℃ 
암실에서 10분 동안 염색하였다. 염색한 세포를 PBS로 3회 
세척한 후 형광현미경(EVOS M5000, Leica Co., Bothell, 
Washington, Germany)으로 이미지를 촬영하였다. 

Oil-Red-O(ORO) 염색   

Oil-Red-O staining은 배양한 세포를 3×105 cells/well에 분
주하여 24시간 동안 부착시킨 후 추출물 시료를 농도별로 처
리하고, 24시간 동안 배양하였다. 24시간이 지난 후 PBS로 
3회 세척하고, 10% formalin 용액을 첨가하여 10분간 고정하
였다. 그 후 formalin을 제거하고 PBS로 세척한 후, 미리 제
조해 둔 ORO solution으로 세포 내 축적된 지방성분들을 충
분히 염색한 후, PBS를 이용하여 세척하고 건조시켰다. 세포 
내 축적된 지방성분과 결합한 ORO는 isopropyl alcohol을 이
용하여 모두 용출시킨 후, spectrophotometer를 이용하여 490 
nm에서 흡광도를 측정하였다.

세포 내 중성지방 함량 측정 

AML-12 세포를 3×105 cells/well로 분주하여 24시간 배양
한 후 추출물 시료를 농도별로 처리하고 24시간 동안 배양하였
다. 24시간 후 배양액을 균질화 한 다음 chloroform, methanol 
및 증류수(2/1/1) 혼합액을 가하여 지방성분을 추출하였으며, 
지방추출물은 isopropanol에 희석하여 보관하면서 사용하였
다. 중성지방은 측정 키트(Asan Pharmaceutical)를 이용하여 
측정하였다. 

통계처리 

모든 데이터는 3회 반복 측정하였으며, 평균(mean)±표준
편차(standard deviation, SD)로 표현하였고, 결과에 대한 통
계분석은 SPSS Statistics(ver. 12.0K, SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA) 프로그램을 사용하여 p<0.05 수준에서 시료들 간
의 차이를 Duncan’s multiple range test에 의해 유의성을 검
증하였다. 

결과 및 고찰 

페놀화합물 및 플라보노이드 동정 

페놀류 화합물인 플라보노이드는 대부분 식물에 유리상태
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로 존재하며, 물에 녹지 않고 유기용매에 잘 녹는다. 또한 항
균, 항암, 항바이러스, 항알레르기, 항산화 및 함염증 활성을 
지니고, 독성은 거의 나타나지 않는 것으로 보고되고 있다
(Lee 등, 1999). 또한, 자색 밀 페놀화합물 연구결과를 바탕으
로 4종의 화합물(protocatechuic acid, caffeic acid, p-coumaric 

acid, ferulic acid)을 분석하여 용출시간 및 함량을 확인하였
다(Gamil 등, 2019). 이와 같이 아리흑 추출물의 유효 성분 
분석을 위해 HPLC 분석한 결과(Fig. 1), 개별화합물 용출시
간대 6종 이상의 peak를 확인하였고, anthocyanin 색소를 구
성하고 있는 것으로 알려진 acyl compounds 등을 대상으로 

Fig. 1. HPLC chromatograms of phenolic compounds and flavonoid contents of ‘Arriheuk’ extracts according to extraction solvents and 
extraction times 1-14 (1, gallic acid; 2, protocatechuic acid; 3, chrologenic; 4, 4-hydroxybenzoic; 5, caffeic acid; 6, isovanillic acid; 7, 
rutin; 8, p-coumaric; 9, ferulic acid; 10, taxifolin; 11, trans-coumaric; 12, rosmarinic; 13, quercetin; 14, trans-cinnamic).
A, standard; B, water extract for 12 h; C, water extract for 24 h; D, water extract for 36 h; E, water extract for 48 h; F, 50% EtOH extract 
for 12 h; G, 50% EtOH extract for 24 h; H, 50% EtOH extract for 36 h; I, 50% EtOH extract for 48 h; J, 70% EtOH extract for 12 h; K, 70% 
EtOH extract for 24 h; L, 70% EtOH extract for 36 h; M, 70% EtOH extract for 48 h.
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HPLC 분석을 통해 동일 용출시간대의 peak를 관찰하였다. 
그 결과, gallic acid(5.13분), protocatechuic acid(9.26분), 
caffeic acid(14.47분), isovanillic acid(14.90분), p-coumaric 
(17.60분) 및 ferulic acid(18.60분)로 구성되어 있음을 확인하
였고, 확인된 성분들의 정량값은 다음과 같았다(Table 2). 즉, 
70% 에탄올 추출물에서 gallic acid 648.6 μg/g, protocatechin 
1,343.2 μg/g, caffic acid 2,170.6 μg/g, isovanillic acid 
1,567.4 μg/g, p-coumaric 377.4 μg/g, 및 ferulic acid 478.9 
μg/g의 함량을 나타낸 12시간 처리군에서 가장 높은 함량을 
나타내었고, 물 추출물 중에서 gallic acid 479.7 μg/g, 
protocatechin 528.7 μg/g, caffic acid 890.9 μg/g, isovanillic 
acid 526.6 μg/g, p-coumaric 112.8 μg/g 및 ferulic acid 388.0 

μg/g으로 48시간 처리군에서 함량이 가장 높게 확인되었다. 
이러한 결과는 자색 밀에서 다른 밀 품종과 달리 isovanillic 
acid와 ferulic acid의 함량이 높았다는 Liu 등(2010)의 결과
와 일치하였다. 플라보노이드는 주로 flavonols, flavones, 
cathechins 및 flavanones 등으로 구성되어 있으며, 구조에 따
라 특정 플라보노이드는 항산화 및 항균성 등 다양한 생리활
성을 가지고 있는 것으로 보고되고 있다(Middleton, 1994). 
식품 항산화제인 protocatechuic acid는 요오드화메틸과 수산
화칼륨과 함께 가열하여 생기는 isovanillic acid를 비누화 시
키며, ferulic acid는 식물 세포벽의 풍부하게 들어 있는 성분
으로 활성산소를 중화하는 항산화 작용 및 혈당강하와 콜레
스테롤 저하 효과가 있는 것으로 알려져 있다(Kim 등, 2019).

(Continued)
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총폴리페놀 및 총플라보노이드 함량  

아리흑 추출물의 총폴리페놀 및 총플라보노이드 함량은 다
음과 같다(Fig. 2). 물 추출물은 12시간에 17.12±0.28 mg/g, 
24시간에 19.11±0.35 mg/g 및 48시간에 19.81±0.64 mg/g이
었고, 50% 에탄올 추출물은 12시간에 16.54±0.28 mg/g, 24

시간에 25.62±0.11 mg/g 및 48시간에 19.87±0.32 mg/g을 나타
내었으며, 70% 에탄올 추출물은 12시간에 33.60±0.66 mg/g, 
24시간에 28.19±0.41 mg/g 및 48시간에 29.54±0.79 mg/g으
로, 추출용매 중 에탄올 비율이 높을수록 총폴리페놀 함량도 
높게 나타남을 확인하였다. 또한, 아리흑의 용매별 처리시간

Table 2. Flavonoids components of ‘Arriheuk’ extracts according to extraction solvents and extraction times (μg/g)

Gallic acid Protocatechuic acid Caffeic acid Isovanillic acid p-Coumaric Ferulic acid Total 

 W_121) 161.5 364.0 401.5 276.9  30.6 128.5 1,363

W_24 143.7 809.3 756.2 526.7  66.5 172.0 2,474

W_36 158.9 422.2 756.0 521.3  63.6 185.6 2,107

W_48 479.7 528.7 890.9 526.6 112.8 388.0 2,926

 E50_122) 407.0 640.5 1,284.4 1,161.7 267.3 275.4 4,036

E50_24 181.0 544.6 1,075.3 654.7 185.9 283.1 2,924

E50_36 155.8 514.2 907.1 409.3 161.8 230.9 2,379

E50_48  14.5 317.2 791.9 499.1 117.7 225.0 1,965

 E70_123) 648.6 1,343.2 2,170.6 1,567.4 377.4 478.9 6,586

E70_24 295.4 860.1 1,557.1 1,182.6 294.1 391.7 4,581

E70_36 199.0 673.6 1,155.6 928.0 267.1 360.6 3,583

E70_48 200.5 627.9 1,228.6 856.1 250.3 345.9 3,509
1)W_12, water extract for 12 h at R.T.; W_24, water extract for 24 h at R.T.; W_36, water extract for 36 h at R.T.; W_48, water extract for 

48 h at R.T.
2)E50_12, 50% EtOH extract for 12 h at R.T.; E50_24, 50% EtOH extract for 24 h at R.T.; E50_36, 50% EtOH extract for 36 h at R.T.; E50_48, 
50% EtOH extract for 48 h at R.T.

3)E70_12, 70% EtOH extract for 12 h at R.T.; E70_24, 70% EtOH extract for 24 h at R.T.; E70_36, 70% EtOH extract for 36 h at R.T.; E70_48, 
70% EtOH extract for 48 h at R.T. 

Fig. 2. Total polyphenolics and total flavonoid contents of ‘Arriheuk’ extracts according to extraction solvents and extraction times.
Total polyphenol: Values were mean±SD using gallic acid as a standard. All sample concentration: 1 mg/mL. Symbols within a column indicate 
significant differences (p<0.05) from each other at α=0.05 as determined by Duncan’s multiple range test. 
Total flavonoid: Values were mean±SD using quercetin as a standard. All sample concentration: 1 mg/mL. All values were not significantly different 
(p<0.05).
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에 따른 총플라보노이드 함량은 물 추출물에서 추출시간이 
길어짐에 따라 함량이 50.00±2.00 mg/g(12시간), 68.67±2.31 
mg/g(24시간) 및 71.33±8.08 mg/g(48시간)으로 높게 나타났
으며, 50% 에탄올 추출물에서는 59.33±4.19 mg/g(12시간), 
52.00±6.00 mg/g(24시간), 38.67±4.05 mg/g(48시간) 및 70% 
에탄올 추출물에서는 74.67±1.15 mg/g(12시간), 66.67±3.06 
mg/g(24시간), 59.33±7.02 mg/g(48시간)으로 추출시간이 길
어짐에 따라 함량이 줄어들었다. 아리흑은 특수한 색과 고유
한 맛을 주는 페놀성 화합물이 존재하며, phenol류, phenolic 
acid류, phenylpropanoid류 및 flavonoid류 등이 대부분 항균, 
항산화, 항암 등에 효과가 있는 것으로 보고되어 있고, 산화
를 억제하는 작용을 가진 물질로 알려져 있다(Kim 등, 1999). 
아리흑 추출물의 폴리페놀과 플라보노이드 함량을 조사한 결
과, 이들 항산화 기능을 하는 물질들이 많아 상당한 항산화 
활성이 있을 것으로 예상된다.

DPPH 및 ABTS 자유 라디칼 소거활성능 

아리흑 추출물의 DPPH 자유 라디칼 소거활성 측정결과는 
대조구 ascorbic acid(68%) 기준시 물 추출 48시간에서 
170.80±4.61% 및 70% 에탄올 추출 12시간에서 176.50±2.30% 
로 가장 높은 항산화 활성을 나타내었고(Fig. 3), ABTS 자유 
라디칼 소거활성 함량은 유의적인 차이 없이 70% 에탄올 추
출물(12시간 59.61±1.28%, 24시간 61.25±0.65% 및 48시간 
61.08±3.95%)에서 높게 나타났다. 이러한 이유는 폴리페놀 
화합물의 종류에 따라 다른 라디칼 소거 활성을 보이고, 페놀 
물질의 종류에 따라 두 기질에 결합하는 정도의 차이와 라디

칼을 제거하는 능력이 다른 것으로 보인다(Hyun 등, 2011; 
Wang 등, 1998). 항산화활성은 자유 라디칼에 전자를 공여하
고, 식품 중의 지방질 산화를 억제하는 특성을 가지고 있다. 
또한 노화를 억제시키는 역할을 하며, 질병과 노화를 방지하
는데 대단히 중요한 역할을 한다(Kim 등, 2001).

세포사멸 보호효과   

아리흑 추출물의 세포생존율을 측정하기 위해 0.5 mM 
palmitate를 처리한 세포에 시료를 처리한 후 MTT assay로 측
정하였다(Fig. 4). 먼저, 0.5 mM palmitate 처리군은 무처리군 
대비 50% 이상의 세포 생존율을 확인하였고, AML-12 세포 
내 palmitate로 인한 세포독성이 유도되었음을 확인할 수 있
었으며, 에탄올 함량이 높은 추출물에서 세포생존율이 증가
하는 경향을 보였다. 또한, 0.5 mM palmitate를 처리하여 세
포독성을 유도한 AML-12 세포에 70% 에탄올 추출물을 처
리하여 세포생존율을 확인한 결과, 62.00±3.00%(50 μg/mL), 
67.67±4.51%(100 μg/mL), 71.33±3.51%(250 μg/mL) 및 73.67± 
5.13%(500 μg/mL)로 에탄올 함량이 높은 추출물에서 세포
생존율이 증가하는 경향을 보였다. 이러한 결과를 바탕으로 
세포생존율이 가장 높게 확인된 70% 에탄올 추출물에서 
apoptosis 보호효과를 확인하고자 Hoechst staining을 실시하
였다. 즉, 0.5 mM palmitate 처리군에서는 핵의 형태가 응축
되고, DNA 분절과 같은 형태학적 관찰을 확인할 수 있었던 
반면, 70% 에탄올 추출물을 처리한 세포에서는 핵의 형태 응
축 및 DNA 분절과 같은 형태학적 특징이 현저히 감소됨을 
확인할 수 있었다. 이상의 결과를 통해 본 연구에서는 아리흑 

Fig. 3. DPPH radical scavenging activities and ABTS radical scavenging activities of ‘Arriheuk’ extracts according to extraction solvents 
and extraction times.
DPPH, values were mean±SD. Symbols within a column indicate significant differences (p<0.05) from each other at α=0.05 as determined by Duncan’s 
multiple range test. 
ABTS, values were mean±SD. All values were not significantly different (p<0.05). 
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추출물이 palmitate로 인한 세포사멸에 대한 보호효과가 있음
을 확인하였다.

세포 내 지방축적 억제효과

아리흑 추출물의 palmitate로 야기된 세포 내 지방축적에 
미치는 영향을 확인하고자 Oil-Red-O stain을 통해 확인하였
고, 결과는 다음과 같았다(Fig. 5). 먼저, AML-12 세포에 0.5 
mM palmitate를 처리하여 세포 내 지방축적을 유도하고, 

Oil-Red-O 염색법을 통한 세포내 지방축적 정도를 확인한 결
과, 세포 내 축적된 지방을 따라 빨갛게 염색된 결과를 확인
할 수 있었다. 반면에, 아리흑 추출물 처리군에서는 세포 내 
축적된 지방이 억제되었음을 확인할 수 있었고, 이는 추출물
의 에탄올 함량이 높을수록 억제 효과가 높은 것을 확인할 
수 있었다. 또한, 세포 내 중성지방 함량을 정량하여 확인한 
결과에서도 추출물의 에탄올 함량이 높을수록 세포 내 중성
지방 함량을 감소시킴을 확인할 수 있었다.

(A)

(B)

Fig. 4. ‘Arriheuk’ extracts protect against palmitate-induced cytotoxicity on AML-12 cell (A) cell viability measurement by MTT assay, 
(B) confirmation of apoptosis by Hoechst stain.
Values were mean±SD. Different symbols within a column indicate significant differences (#p<0.05) from each other at *=0.05 as determined by 
Duncan’s multiple range test.
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이에 본 실험에서는 지방축적 억제효과가 가장 높았던 아
리흑 70% 에탄올 추출물에서의 농도에 따른 효과를 확인하
고자 아리흑 70% 에탄올 추출물을 100, 250 및 500 μg/mL의 
농도로 AML-12 세포에 처리한 다음, palmitate로 야기된 지
방축적에 대한 효능을 확인하였다. AML-12 세포에 palmitate
로 야기된 지방축적에 대해 아리흑 70% 에탄올 추출물은 농
도 의존적으로 세포 내 지방축적을 억제시켰고, 중성지방의 
함량 역시, 농도가 높은 500 μg/mL 처리군에서 낮은 함량을 
나타내었다. 본 연구에서는 위의 결과들을 통해 자색밀(아리
흑) 추출물의 plamitate로 인한 세포 보호 효과 및 세포 내 지
방 축적 억제 효과를 확인하였고, 이러한 효능들은 아리흑의 

항산화 효과를 통해 기인되었을 것으로 예상된다. 따라서, 우
리는 아리흑의 기능성 소재로의 가능성을 확인하였고, 향후 
다양한 연구들을 통해 아리흑이 다양한 분야에서 식품 소재
로의 이용이 가능해지기를 기대해 본다.

요   약 

본 연구에서는 아리흑(자색밀)을 구성하고 있는 유효성분
들을 확인하고, 이들의 생리활성을 확인하고자 하였다. 먼저, 
아리흑의 유효성분으로는 gallic acid, protocatechuic acid, 
caffeic acid, isovanillic acid, p-coumaric 및 ferulic acid로 6

(A)

(B)

Fig. 5. ‘Arriheuk’ extracts regulates lipid accumulation caused by palmitate on AML-12 cells (A) Oil-Red-O stain for lipid content staining 
was measured in palmitate-treat cells (B) triglyceride level was measured in palmitate-treated cells.
Values were mean±SD. Different symbols within a column indicate significant differences (#p<0.05) from each other at *=0.05 as determined 
by Duncan’s multiple range test.
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종을 확인하였다. 총폴리페놀 함량은 아리흑 70% 에탄올 추
출물에서 높은 함량을 나타내었고, 총플라보노이드 함량은 
물 추출물과 70% 에탄올 추출물에서 높은 함량을 나타내었
다. DPPH 자유 라디칼 소거활성은 아리흑 물 추출물 48시간 
및 아리흑 70% 에탄올 추출물 12시간에서 유의적으로 높았
던 반면, ABTS 자유 라디칼 소거활성은 추출물간의 유의적 
차이는 없었다. MTT assay를 통한 AML-12 세포에서의 세
포 생존율은 아리흑 70% 에탄올 추출물에서 높았고, 이는 농
도에 의존적임을 확인하였다. Hoechst staining을 통해 확인
한 apoptosis 보호효과는 아리흑 70% 에탄올 추출물을 처리
한 세포에서는 핵의 형태 응축 및 DNA 분절과 같은 형태학
적 특징이 현저히 감소됨을 확인함으로 인해 아리흑 추출물
이 apotosis 억제를 통한 세포생존율을 높임을 확인하였다. 
Oil-Red-O staining을 통해 확인한 세포 내 지방축적에 대한 
아리흑의 효능 평가에서도 70% 에탄올 추출물에서 지방축적 
억제 효과를 나타냈으며, 이는 농도 의존적으로 감소됨을 확
인할 수 있었다. 이러한 결과들을 통해 아리흑 추출물이 
palmitate로 야기된 세포에서 세포생존율, 세포사멸 및 지방
축적에 대해 보호 효과를 확인하였으며, 이는 아리흑의 항산
화 물질들에서 기인한 것으로 아리흑의 항산화 물질들이 항
산화 작용을 통해 위와 같은 결과들을 야기시켰고, 이는 아리
흑이 좋은 항산화 식품으로서 향후 식품에 적용하기 위하여 
국내산 아리흑의 생산 및 소비 증진의 방안을 마련하는 데 
도움이 될 것으로 기대된다. 
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