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ABSTRACT

  The objective of this study was to isolate and identify anti-inflammatory chemicals in 

Hippophae rhamnoides L. which was grown in Chuncheon, Korea. Treatment of ethanol 

extracts from stems, leaves, roots, and fruits to RAW 264.7 cells reduced amounts of 

nitrite by 56.0, 31.9, 49.1, and 18.9% respectively, compared to only lipopolysaccharide 

(LPS) treatment well-known as a inflammation-inducing agent. The stems were extracted 

with hexane, dichloromethane, ethylacetate, butanol, and water and their nitrite contents 

in RAW 264.7 cells were measured. The dichloromethane extracts showed the highest 

inflammatory activity, exhibiting 80% reduction of the nitrite content at 1 mg/ml 

treatment. Activity-directed fractionation of dichloromethane extracts led to the identification 

of β-sitosterol as the anti-inflammatory chemical. 1 mg/ml treatment of β-sitosterol 

inhibited strongly the production of nitrite by 86%, compared to only LPS treatment. 

These results suggested that stem of H. rhamnoides L. may be useful for treatment of 

inflammation.

1. 연구목표

  비타민나무(Hippophae rhamnoides L.)는 중국, 몽골 등이 원산지인 보리수나무과 (Elaeagnaceae)

의 관목으로 유럽과 중앙아시아에서 폭넓게 자생하고 있으며 (Rousi, et al., 1977) 척박한 토

양에서 생육이 가능하고 질소고정 능력이 뛰어나서 토양 유실방지와 토양 개간 목적으로도 

활용되고 있다 (Kato et al., 2007; Kim et al., 2009). 비타민나무의 잎과 열매에는 비타민과 

아미노산의 함량이 매우 높고, 면역, 항염, 항산화 등의 생리활성도 뛰어난 것으로 알려져 

있어서 북유럽, 러시아, 북미, 중국 등에서 열매음료, 종자유를 이용한 건강보조제, 차와 같

은 기능성 식품으로 개발되어 있다 (Chauhan et al., 2007; Padwad et al., 2006). 비타민나무 

종자유에는 필수 지방산인 linoleic acid와 α-linoleic acid가 다량 함유되어 있으며 (Chen et 

al., 1990; Yang et al., 1999), 비타민 E가 많이 포함되어 있어 신진대사에 도움을 주고 아스

코르빈산과 페놀이 균형 있고 풍부하게 포함되어 있어 노화방지에 탁월한 것으로 알려져 있
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다 (Tiffany et al., 2005). 비타민나무에 관하여 많은 연구가 발표 되었는데, Kim (2009) 등이 

비타민나무 잎과 뿌리에서 높은 항산화 활성이 있음을 보고 하였고, Jeong (2007) 등과 Han 

(2007) 등은 각각 비타민나무 뿌리와 줄기 추출물로부터 알코올 분해능 (ADH 활성 측정법)

과 숙취해소 (ALDH 활성 측정법) 활성을 측정한 결과 대조군인 aspartic acid 보다 6∼10배 

정도 높은 수치를 나타내었다고 보고 하였다. Upadhyay (2009) 등은 초임계장치로 추출한 

비타민나무 오일의 화상치료에 대한 효과를 보고 하였으며, Ganju (2005) 등이 비타민나무 

잎 추출물이 관절염 치료와 염증치료에 높은 효과를 나타내고 있다고 보고 하였고, Yang 

(2007) 등은 비타민나무 가지 껍질의 acetone 추출물에서 2-O-caffeoyl-maslinic acid의 항염

활성효과를 보고 하였다. 

  최근 국내에서 비타민나무는 식품재료로 활용 가능성이 커지면서 재배가 활성화되기 시작

하였지만 국내에서의 연구는 많지 않은 편이다. 면역과 염증 관련 연구가 국외에서 수행되

었으나 부위별 항염활성효과 및 활성물질의 분리에 관한 연구는 없었다. 또한 식품의약품안

전청 식품원재료에 열매, 씨앗, 잎이 식용으로 등록되어 있어 가공식품원료로 활용할 수 있

으나 줄기와 뿌리는 등록되어있지 않은 실정이다. 

  따라서 본 연구는 비타민나무의 활용범위를 확대하고자 생리활성물질의 분리를 목표로 하

고 있으며 식품원재료로 등재되어 있지 않은 부위의 활용가능성을 점검해 보고자 한다.

2. 재료 및 방법

 가. 실험에 소요된 재료

  1) 시료 채취 및 추출물 조제

  본 실험에 사용된 비타민나무(Hippophae rhamnoides L.) 시료는 중국 흑룡강성에서 2005년 

9월에 도입한 HS-12 계통을 모본으로 강원도 춘천시 신북읍 농산물이용시험장에서 재배하

였다. Kim (2003) 등의 방법에 따라서 2008년 8월 중순에 비타민나무의 줄기, 잎, 뿌리, 열

매를 채취하여 50℃에서 원적외선 건조한 후 0.6 ㎜ 이하로 마쇄하여 추출에 사용하였다. 

  2) 유기용매를 이용한 분획물 조제

  마쇄된 비타민나무 줄기, 잎, 뿌리, 열매 건조시료 100 g을 취하여 H2O와 ethanol (EtOH) 2 ℓ가 

담겨 있는 5 ℓ erlenmeyer flask에 넣고 120 rpm의 진탕기에서 12 시간씩 2회 반복 추출하였다. 

추출물을 여과지(No. 40, Whatman)가 깔려있는 Buchner funnel을 통과시켜 잔재물을 제거한 후 

rotary vacuum evaporator (EYELA N-21NS)를 이용하여 40℃에서 완전 농축한 다음, d-H2O를 

50 ㎖ 첨가하였다. Flask 내의 건조물을 d-H2O를 이용하여 용해시킨 다음 동결건조기 (ILSHIN 

Lab Co. Ltd.)를 이용하여 건조하여 수율을 계산하였다. 조추출물을 d-H2O에 현탁시킨 후 용매

의 극성에 따라 분획하여 n-hexane층, dichloromethane (CH2Cl2) 층, ethyl acetate (EtOAc)

층, n-butanol (BuOH)층 및 d-H2O층을 얻고 감압 농축하여 각각의 용매별 수율을 측정하였

으며, -20℃의 냉동고에 보관하면서 항염활성 검정 및 분리･정제를 위한 시료로 사용하였다.
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 나. Nitric oxide(NO) 생성량 측정

  NO 소거활성은 한국 세포주 은행에서 분양받은 마우스의 대식세포 세포주인 Raw264.7 

세포를 이용하여 측정하였다. 세포는 10%의 FBS가 함유된 DMEM media에서 계대배양 하

였다. NO 소거활성을 측정하기 위하여 세포를 24 well plate에 각 well당 2 × 10
5 

cells을 

분주한 후, 37℃, 5% CO2
 incubator에서 24시간 배양하였다. 그리고 final 농도를 1㎎/㎖로 

한 비타민나무 sample을 세포배양 well에 첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 배

양하였다. 시료에 대한 대조구로는 1㎍/㎖의 lipopolysaccharide (LPS)를 20㎕처리하여 활성

화된 세포를 사용하였다. 배양 후 상징액 100㎕를 회수하고 여기에 2-naphthylamine이 포함

된 Griess solution (Fluka)을 첨가하여 상온에서 15분간 반응시킨 후 상등액의 발색도를 

ELISA reader (ASYS UVM-340)를 사용하여 517㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포가 생산한 

NO는 sodium nitrate를 사용하여 표준곡선을 작성한 후 NO 함량을 정량하였다.

 다. PGE2 Immunoassy

  Parameter
TM

 PGE2 systems kit (R&D system, USA)를 이용하여 측정하였다. 상기에서 배

양된 대조구, LPS 처리구, sample 처리구의 상등액 50㎕를 96 well plate에 각각 분주한 다

음 ParameterTM PGE2 systems kit에 포함된 RD5-39 용액 150㎕와 Primary antibody 용액 

50 ㎕씩을 첨가하고, 추가적으로 PGE2 conjugate 50㎕를 넣고 adhesive strip으로 덮은 다음 

25oC 상온에서 2시간동안 교반하였다. 각 well을 세척 한 후 substrate solution 200㎕를 넣

고 25oC 상온에서 30분간 교반하였으며, 교반 후에는 stop solution 50㎕를 첨가하여 ELISA 

reader (ASYS UVM-340)로 450㎚와 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

 라. Real-time PCR을 이용한 iNOS 단백질 발현

  Real-time PCR (CFX 96TM Real-time system, BIO-RAD)을 이용하여 iNOS 단백질 발현을 

알아보았다. 비타민나무로부터 분리한 MCD 추출물이 포함된 Raw264.7 세포를 RNeasy 

Plus Mini Kit (QIAGEN, USA)를 사용하여 total RNA를 추출하였다. 순수 분리한 MCD 추

출물의 total RNA로부터 cDNA를 합성하기 위하여 iScript cDNA Synthesis kit (BIO-RAD, 

USA)를 사용하였다. 최종 부피 20 ㎕로 45분간 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 본 연구에서

는 표 1 에서와 같은 PCR Primers가 사용되었다.

표 1. Primer sequences of β-actin and iNOS gene.

Primer Name Sequence

β-Actin forward 5΄-TCA TGA AGT GTG ACG TTG ACA TCC GT-3΄

reverse 5΄-CCT AGA AGC ATT TGC GGT GCA CGA TG-3΄

iNOS forward 5΄-ATT GGC AAC ATC AGG TCG GCC ATC ACT-3΄

reverse 5΄-GCT GTG TGT CAC AGA AGT CTC GAA CTC-3΄
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 마. 비타민나무 줄기로부터 항염활성물질 분리 및 정제

  비타민나무 줄기 에탄올 추출물로부터 분획된 5개의 분획층 중 가장 항염활성이 높은 

CH2Cl2 분획층을 medium pressure liquid chromatography system (Buchi 620, Switzerland)

을 사용하여 분리하였다. Silica gel (0.040-0.063㎜, Merck)이 충진 되어 있는 26 × 460 ㎜ 

glass column에 비타민나무 추출물 1 g을 주입하고 혼합용매 (Hexane : CH2Cl2 : EtOAc : 

BuOH = 1.5 : 7 : 1 : 0.5, v/v/v/v)를 분당 5 ㎖씩 용출시킨 다음 UV detector를 사용하여 

흡광도 254 ㎚에서 측정하였으며, MCA-MCK까지 총 11개의 fraction으로 분리되었고 분리 

조건과 회수율은 표 2와 같다.

표 2. Dichloromethane층에 대한 11개 분리층, 분리조건 및 회수율 

Gradient

min A% B% Fraction Yield (㎎)

130 100 0 MCA 10

20 80 20 MCB 29

10 80 20 MCC 18

20 60 40 MCD 38

10 60 40 MCE 44

20 40 60 MCF 46

10 40 60 MCG 158

20 20 80 MCH 37

10 20 80 MCI 447

20 0 100 MCJ 50

90 0 100 MCK 25

  

  †solvent A: Hexane : CH2Cl2 : EtOAc : BuOH = 1.5 : 7 : 1 : 0.5, solvent B: Methanol

 바. 비타민나무 줄기에서 단리된 물질의 구조･동정

  CH2Cl2 분획층으로부터 단리된 MCD의 구조는 GC/MS (CP-3800, Varian), 
1
H-NMR (600 

MHz, Bruker Avance 600), 13C-NMR (150 MHz, Bruker Avance 600)로 분석한 다음, 그 데

이터를 해석하여 결정하였다. 

3. 결과 및 고찰 

 가. 추출물 조제

  비타민나무를 줄기, 잎, 뿌리, 열매로 나누어 물과 에탄올로 추출한 수율은 물 추출이 에

탄올 추출보다 전반적으로 높았다(표 3). 또한 부위별 에탄올 추출 수율은 뿌리 (15.6%) > 

잎 (15.2%) > 열매 (10.2%) > 줄기 (9.5%)로 나타났다. 
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표 3. 비타민나무의 잎, 줄기, 뿌리, 열매에 대한 물과 에탄올 추출시 회수율 비교

수확부위 H2O (%) Ethanol (%)

줄  기   10.8 ± 0.8† 9.5 ± 0.4

잎 24.5 ± 0.7 15.2 ± 0.5

뿌  리 15.2 ± 0.7 15.6 ± 0.9

열  매 11.5 ± 0.6 10.2 ± 0.6

  †All values are Mean±SD (n=3).

 나. 유기용매를 이용한 분획물 조제 

  항염활성효과가 높았던 비타민나무 줄기 에탄올 추출물을 유기용매를 이용하여 극성에 따

라 분획하였을 때 추출 수율은 d-H2O (32.2%) > BuOH (18.3%) > EtOAc (4.6%) > 

n-hexane (3.1%) > CH2Cl2 (0.1%)의 순으로 나타났으며(그림 1), 극성이 높은 용매에서 수율

이 높았다. 

그림 1. 비타민나무 에탄올추출물에 대한 분획층별 회수율

 다. 항염활성 검정

  1) 비타민 나무 부위별 시료의 Nitric oxide (NO) 생성량 측정

  비타민나무 부위별 시료의 nitric oxide (NO) 생성량 측정을 통해 항염효과를 확인한 결

과, 모든 시료에서 물 추출물보다 에탄올 추출물이 더 높은 활성을 보였다. 그 중 비타민나

무의 줄기 (에탄올 추출물)가 가장 높은 56.0%의 nitric oxide (NO) 생성억제효과를 보였으

며, 그 다음으로는 뿌리 (에탄올 추출물)와 잎 (에탄올 추출물), 열매 (에탄올 추출물)가 각각 

49.1%, 31.9%, 18.9%의 순으로 나타났다. 특히 줄기 (에탄올 추출물)의 경우에는 항염유발물

질인 LPS 단독 처리군과 비교하여 높은 NO생성 억제효과를 보였다(표 4). 
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표 4. 비타민나무 부위별 추출물의 RAW 264.7 cell에 대한 NO소거능 비교

Sample
†

Nitrite (µM)

Control    1.7 ± 0.3‡

LPS 18.6 ± 0.4

줄기
H2O 20.4 ± 0.7

Ethanol 9.1 ± 0.4

잎
H2O 16.5 ± 0.7

Ethanol 13.2 ± 0.6

뿌리
H2O 16.4 ± 1.1

Ethanol 10.8 ± 0.4

열매
H2O 15.8 ± 0.4

Ethanol 15.4 ± 0.8

  †Treatment concentration of samples : 1 ㎎/㎖
  ‡All values are mean±SD (n=3).

  2) 분획물의 Nitric oxide (NO) 생성량 측정

  항염 효과가 우수했던 비타민나무 줄기 에탄올 추출물을 다시 극성 용매로 순차 분획하여 

NO 소거능을 측정한 결과 LPS 대비 CH2Cl2 (80%) > EtOAc (39%) > H2O (21%) > BuOH 

(16%) 순으로 항염활성이 나타났다(그림 2). 이러한 결과는 CH2Cl2 분획층의 NO 생성억제 

효과가 탁월하였기 때문에 NO의 생성과 밀접한 관계가 있는 유도형 NO synthase (iNOS)

에도 많은 영향을 줄 것이라 추론된다. 

그림 2. 비타민나무 에탄올추출물의 분획층별 NO소거능 비교 (0.1 mg mL-1) 

  3) CH2Cl2 분획물로 부터 분리된 물질의 Nitric oxide (NO) 생성량 측정

  MCA-MCK까지 총 11개 fraction에 대해서 nitric oxide (NO) 생성량을 측정하였다. 그 결

과, MCD, MCE, MCF fraction에서 대조군에 비하여 높은 항염활성이 나타났다. 그 중에서 

MCD는 0.1 ㎎/㎖ 농도에서 LPS 단독 처리군 대비 65%의 가장 높은 저해활성을 나타내었

다(그림 3).



4. 농산물이용시험장 󰌚 395

그림 3. CH2Cl2 층으로부터 분리된 11개 분획층(MCA-MCK)에 대한 NO소거능 비교 

   4) MCD의 항염활성검정

  가장 활성이 높았던 MCD에 대하여 염증 유발 매개체인 Prostaglandin E2 (PGE2)의 생성 

억제 효능을 평가하였다. LPS로 활성화된 세포에서 PGE2의 생합성이 증가하는 것을 확인하

였으며, 비타민나무로부터 분리된 MCD를 0.1 ㎎/㎖
 
농도로 처리 시 LPS 단독 처리군 대비 

약 75% 정도 PGE2 생성이 감소된 것을 확인하였다(그림 4). 이는 현삼과 (Scrophulariaceae) 오

동나무 잎 추출물의 PGE2 생성 억제 효능 평가 결과 오동나무 추출물을 0.1 ㎎/㎖ 농도로 

처리 시 약 40% 정도 PGE2 생성이 감소된 것과 비교 했을 때 MCD가 PGE2 생성억제에 상

당히 효과적임을 알 수 있었고(Kim et al., 2006), MCD는 NO 생성에 관련된 메카니즘뿐만 

아니라 PGE2의 생성 경로에도 영향이 미치는 것을 알 수 있었다. 또한 체내 염증과정에서 

PGE2 염증 인자는 cyclooxygenase (COX-2)에 의해 형성되는데, COX-2는 arachidonic acid

를 prostaglandins (PGs)으로 전환시키는 효소이다. COX-1은 체내에서 혈소판의 형성, 위벽

보호, 신장 기능의 유지 등 정상적 생체기능에 작용하지만 COX-2는 염증매개물질인 PGE2

를 형성 시킨다 (Duerksen et al., 1992). 비타민나무 추출물에 의한 PGE2의 생성 저해는 염

증전구물질의 형성억제를 나타내는 것으로 향후 비타민나무에서 분리된 MCD의 COX-2에 

미치는 영향에 대해 평가되어야 한다.

    그림 4. 비타민나무 줄기의 dichloromethane 추출물에서 분리한 MCD(0.1㎎/㎖)  

PGE2생성 억제능.  All values are mean±SD (n=3).
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  MCD를 Real-time PCR을 이용하여 iNOS 단백질 발현을 알아보았다. 현재 많은 정량분석 

연구에 이용되고 있는 Real-time PCR은 PCR의 각 증폭주기마다 만들어지는 amplicon의 생

성량을 형광의 변화를 관찰하여 시료 중 mRNA의 함량을 평가하는 것이다. 본 연구의 결과 

MCD는 LPS 단독 처리군 대비 약 91% 정도 iNOS mRNA 발현을 억제함을 확인할 수 있

었다 (그림 5). iNOS는 상대적으로 일부세포에서 LPS, cytokines 및 박테리아 독소 같은 특

수한 자극제들에 노출되는 경우에만 발현되는 type Ⅱ인 유도형 NOS (iNOS)로 (Nathan, 

1992) NOS들은 L-arginine을 L-citrulline으로 전환시키면서 NO를 형성한다. 이들 NOS 중 

iNOS에 의한 NO 생성이 대부분을 차지한다. MCD의 경우 NO 소거능이 높았던 것과 마찬

가지로 iNOS 단백질 발현을 효과적으로 저해하였다는 것을 알 수 있다.

그림 5. 비타민나무 줄기의 dichloromethane 추출물에서 분리한 MCD(0.1 ㎎/㎖) PGE2생성 

억제능.  All values are mean±SD (n=3).

 라. 비타민나무 줄기에서 단리된 물질의 구조 동정

  비타민나무 줄기 에탄올 추출물의 CH2Cl2 분획물에서 분리된 MCD의 구조를 구명하기 

위하여 GC/MS (CP-3800, Varian), 
1
H-NMR (600 MHz, Bruker Avance 600), 

13
C-NMR 

(150 MHz, Bruker Avance 600)을 이용하여 분석하였다. 

  비타민나무 줄기에서 분리된 MCD의 MS peak를 NIST library search한 결과 특징적인 

fragment ion은 m/z 414, 396, 329, 303, 273, 255, 231, 213에 나타났다. 물질의 구조를 구명

하기 위하여 1H-NMR (600 MHz, CDCl3)을 실시한 결과 δ 5.35에서 1H분의 olefinic proton 

signal이 관찰되었다. δ 3.52에서는 C-3에서 1H분의 proton signal이 multiplet으로 관찰 되

었다. δ 0.68과 1.01에서 3H분의 methyl proton signal이 각각 singlet으로 관찰 되었다. 
13C-NMR (150 MHz, CDCl3) spectrum에서는 총 29개의 carbon signal을 관찰 할 수 있었으

며, δ 71.81에서 나타나는 탄소 signal은 hydroxyl기에서 기인하는 것이고, δ 140.75, 121.72

에서는 C-5,6의 이중결합이 있는 것으로 추정 되었다. 이상의 spectral data와 mass 

spectrum 및 문헌 (Moghaddam et al., 2006; Yu et al., 1990)과 비교하여 MCD는 β

-sitosterol로 동정하였다.

  비타민나무 줄기로부터 분리된 β-sitosterol은 식물세포막의 구성성분인 스테롤 (phytosterol)
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이다. 대표적인 식물스테롤로는 β-sitosterol, β-sitostanol, campesterol, stigmasterol 등이 있

으며, 특히 옥수수와 대두에 다량 함유되어 있는 것으로 알려져 있다. Kahn (1991) 등은 개

똥쑥 (Artemisia annua)에서 분리된 β-sitosterol이 항바이러스 효과가 있음을 보고 하였으며, 

Gupta (1980)등은 향부자 (Cyperus rotundus)에서 분리한 β-sitosterol이 류머티즘 염증성 관

절염 치료제인 hydrocortisone와 유사한 항염효과가 있음을 보고 하였으며, 이는 비타민나무

에서 추출한 β-sitosterol의 높은 항염활성효과와 유사한 결과임을 알 수 있었다.

  본 연구를 통하여 구명된 항염활성물질인 β-sitosterol은 향후 in vivo 실험과 독성평가를 

통하여 관절염이나 다양한 염증질환을 대상으로 주요 염증매개물질들의 생성이나 활성을 억

제할 수 있는 염증 질환치료제, 기능성 식품 개발에 활용될 수 있을 것이라 사료된다. 현재 

비타민나무의 활용은 열매를 이용한 음료, 잎을 활용한 차 등이 대부분이지만 이번 연구 결

과 비타민나무 줄기는 항염활성이 높음을 확인 할 수 있었고 줄기 부산물을 이용한 가축사

료, 가공품 등 다양한 기능성 소재로 활용 될 가능성이 높은 것으로 나타났다.

4. 적  요

  본 연구는 2008년과 2009년 2년 동안 강원산간지역으로 재배면적이 확산되고 있는 비타민

나무에 대한 생리활성을 구명하고, 활성물질 분리를 통하여 기능성과 새로운 활용방안을 모

색하고자 수행되었다.

 가. 비타민나무 부위별 시료의 nitric oxide (NO) 생성량 측정을 통해 항염효과를 확인한 

결과, 모든 시료에서 물 추출물보다 에탄올 추출물이 더 높은 활성을 보였으며, 그 

중 비타민나무의 줄기의 에탄올추출물에서 가장 높은 56.0%의 nitric oxide (NO) 생

성억제효과를 보였다. 

 나. NO소거능을 활성실험법으로 항염활성물질분리를 시도한 결과 MCD층이 0.1 ㎎/㎖ 

농도에서 LPS 단독 처리군 대비 65%의 가장 높은 저해활성을 나타내었으며, MCD층

은 NO 생성에 관련된 메카니즘뿐만 아니라 PGE2의 생성 경로에도 영향이 미치는 

것을 알 수 있었다. 또한 NO 소거능이 높았던 것과 마찬가지로 iNOS 단백질 발현을 

효과적으로 저해하였다는 것을 알 수 있다

 다. spectral data와 mass spectrum 및 문헌 (Moghaddam et al., 2006; Yu et al., 1990)과 

비교하여 MCD는 β-sitosterol로 동정하였다. β-sitosterol은 향후 in vivo 실험과 독성

평가를 통하여 관절염이나 다양한 염증질환을 대상으로 주요 염증매개물질들의 생성

이나 활성을 억제할 수 있는 염증 질환치료제, 기능성 식품 개발에 활용될 수 있을 

것이라 사료된다.
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