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            초록
          
        

        
          Salvia miltiorrhiza (S. miltiorrhiza) root contains several compounds that have a variety of physiological effects such as anti-oxidant, anti-cancer, anti-atherosclerotic, anti-inflammatory and anti-bacterial activities. S. miltiorrhiza contains diterpenoid compounds such as tanshinone Ⅰ, IIA and cryptotanshinone and phenolic compounds such as salvianolic acids A, B and C. The contents of major compounds, tanshinone IIA and cryptotanshinone, from S. miltiorrhiza were quantitatively analyzed by using high performance liquid chromatography (HPLC) to find the optimal extraction condition after the simultaneous analysis method was validated. The ROS and ONOO- scavenging assays were performed to evaluate the anti-oxidant effect of ethanol extracts from S. miltiorrhiza prepared by different extraction methods and solvents as well as tanshinone IIA and cryptotanshinone. The contents of tanshinone IIA and cryptotanshinone in extracts of S. miltiorrhiza by extraction method were the highest in immersion method with 12.255% and 7.626%. And the contents in ethanol extracts by extraction solvent were the highest in 100% ethanol with 12.407% and 8.216%. The optimized extraction condition of S. miltiorrhiza with the highest concentration of tanshinone IIA and cryptotanshinone was the immersion extraction method with 100% ethanol. The results showed that S. miltiorrhiza extracts by different extraction methods and solvents as well as tanshinone IIA and cryptotanshinone significantly have the anti-oxidant effects in a dose-dependent manner, indicating that tanshinone IIA and cryptotanshinone are effective major compounds for the anti-oxidation in S. miltiorrhiza. These results can be used as basic data for the standardization of products from S. miltiorrhiza and tanshinone IIA and cryptotanshinone can be expected to be a candidate for anti-oxidant health functional foods and herbal medicines.
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      단삼(Salvia miltiorrhiza Bunge)은 꿀풀과(Labiatae)에 속하는 다년생 식물로, 중국에서는 전통적으로 혈액순환을 촉진시키고 정체를 풀며 정신을 안정시키고 혈액의 열을 제거하며 부종을 해소하는데 사용되어 왔다.1) 단삼의 약리작용으로는 항암, 항동맥경화, 항염 및 항균 작용 등이 알려져 있다.2-5) 단삼의 뿌리에는 tanshinone Ⅰ, IIA, ⅡB, V, VI, cryptotanshinone, isotanshinone Ⅰ, Ⅱ, ⅡB 등과 같은 친유성 성분과 salvianic acid A, B, C, salvianolic acid A, B, C, D, E, G 등과 같은 친수성 성분들이 함유되어 있고, 그 중 tanshinone IIA 및 cryptotanshinone은 주요 생리활성 성분으로 알려져 있다.6) Tanshinone IIA는 항염증, 항동맥경화증, 항균, 항종양, 지방형성 억제 등의 효과를 보이고7,8) cryptotanshinone은 항암, 항염증, 면역조절, 심장 보호, 신경 보호, 항섬유화, 항대사 장애 등의 효과를 보인다.9,10) 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 산화환원 신호 전달 및 성장 조절에 있어서 다양한 생리적 역할을 수행하지만, 산화 스트레스의 부정적 효과를 일으키는 주범으로 대부분의 생체 분자를 손상시키고 지질 과산화를 유도하며 DNA 가닥을 끊는 것으로 알려져 있다.11) 활성질소종(reactive nitrogen species, RNS)인 과산화 질산염(ONOO-)은 일산화질소(•NO)와 초과산화물 라디칼(O2•−)의 확산 제어반응의 생성물로, 세포 사멸을 강력하게 유도하는 산화물질로 알려져 있다.12)

      본 연구에서는 단삼의 주요성분이자 유효성분인 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 함량이 가장 높은 단삼의 최적 추출 조건을 찾기 위하여, 고성능 액체 크로마토그래피(high performance liquid chromatography; HPLC)를 이용하여 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 동시분석을 진행하였다. 단삼의 조건별 추출물들을 함량 분석하여 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 함량이 가장 높은 최적 추출 방법과 추출 용매를 결정하고자 하였다. 또한, 단삼의 조건별 추출물들과 유효성분인 tanshinone IIA 및 cryptotanshinone의 ROS 및 ONOO- 소거활성을 측정하여 항산화 활성을 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      생약 재료 – 본 실험에서 사용된 단삼은 2023년에 채집하여 건조한 것을 한약재 시장 사이트에서 구입하였고, 표본(SM-2023-1)은 경성대학교 약학대학 내 표본실에 보관하였다.

      시약 및 기기 – 주요 성분인 tanshinone IIA와 cryptotanshinone은 Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltd. (Chengdu, Sichuan, PRC) 제품을 구입하여 사용하였다. HPLC 분석에 사용된 용매는 HPLC급 J. T. Baker (Philipsburg, NJ, USA) 제품을 사용하였고, 그 외 분석 및 시료 추출을 위한 시약과 용매는 1급 시약과 용매를 구입하여 사용하였다. ROS 소거활성 및 ONOO- 소거활성에 사용된 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA)는 Invitrogen (Camarillo, CA, USA)에서 구입하여 사용하였고, esterase, trolox, 3-morpholinosydnonimine hydrochloride (SIN-1), diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA), dihydrorhodamine 123 (DHR 123)과 penicillamine은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 제품을 사용하였다. HPLC는 Hitachi Co. (Tokyo, Japan)의 LaChrom Elite® HPLC 시스템을 이용하였고, Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA)의 Zorbax Eclipse Plus C18 column을 장착하여 사용하였다. 질량분석기는 AB Sciex Co. (Framingham, MA, USA)의 Triple QuadTM 4500을 사용하였으며, AB Sciex Co.의 Analyst® 프로그램을 이용하여 해석하였다. 항산화 활성 측정에 사용한 spectrophotometer는 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)의 VarioskanTM LUX spectrophotometer를 사용하였다.

      추출물 제조 – 단삼 추출물을 제조하기 위하여 건조된 단삼 뿌리를 5 mm × 5 mm 크기로 분쇄하여 사용하였다. Tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 함량이 높은 추출 조건을 찾기 위해 추출 방법별, 용매 조성별 단삼 추출물을 제조하였다. 추출 방법별 단삼 추출물은 단삼 50 g에 100% 에탄올 100 mL를 추가한 후 환류, 초음파 및 침지 방법으로 각각 제조하였다. 환류 추출은 3시간 동안 100℃에서 2번, 초음파 추출은 3시간 동안 30℃에서 2번, 침지 추출은 3일 동안 실온에서 1번 추출하였다. 용매 조성별 단삼 추출물은 단삼 50 g에 100, 80, 60, 40, 20 및 0% 에탄올 100 mL를 사용하여 상온에서 침지 추출을 진행하였다. 추출 후 여과한 후 감압 농축하고 동결 건조하여 각 추출물들을 얻었다.

      HPLC및MS분석 – 단삼의 tanshinone IIA와 cryptotanshinone 동시분석을 위한 HPLC 분석 조건은 Table Ⅰ과 같이 설정하였고 분석 조건에 따라 함량 분석을 사용하여 진행하였다. Tanshinone IIA와 cryptotanshinone 각 1 mg을 메탄올 1 mL에 용해하여 stock solution으로 하였다. 각 stock solution을 희석하여 5, 10, 20, 50, 100 및 200 mg/L 농도의 표준용액을 제조하였다. 분석에 사용한 추출 조건에 따른 단삼 추출물들은 각 1 mg을 메탄올 1 mL에 용해하고 30분간 sonication을 진행하고 0.22 μm syringe filter로 여과하여 검액으로 사용하였다. 함량 분석 대상이 된 peak의 성분을 확인하기 위해 질량분석기를 사용하여 분자량을 측정하였다. 질량분석기의 조건은 Table Ⅱ와 같이 설정하여 진행하였다.

      
        Table І. 
				
        

        
          HPLC condition of analysis
        
        

      

      
        
          
            	HPLC condition
          

        
        
          	Column
          	Zorbax Eclipse Plus C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm)
        

        
          	Column temperature
          	30℃
        

        
          	Flow rate
          	0.5 mL / min
        

        
          	Wave length
          	254 nm
        

        
          	Injection volume
          	10 μL
        

        
          	Mobile solvent
          	A: 1% Acetic acid in distilled water
        

        
          	B: 1% Acetic acid in methanol
        

        
          	Mobile phase
          	Time (min)
          	A (%)
          	B (%)
        

        
          	0
          	20
          	80
        

        
          	40
          	20
          	80
        

      

      

      
        Table Ⅱ. 
				
        

        
          MS condition of tanshinone IIA and cryptotanshinone
        
        

      

      
        
          
            	Mass condition
          

        
        
          	Scan range
          	200-400 Da
        

        
          	Ion mode
          	Positive
        

        
          	Curtain gas
          	20 psi
        

        
          	Ion spray voltage
          	5000 V
        

        
          	Temperature
          	400℃
        

        
          	Ion source gas 1
          	50 psi
        

        
          	Ion source gas 2
          	50 psi
        

        
          	Declustering potential
          	80 V
        

        
          	Entrance potential
          	10 V
        

      

      

      분석법 검증 – 분석법 검증을 위해 특이성(specificity), 직선성(linearity)과 검출 한계(limit of detection, LOD) 및 정량 한계(limit of quantitation, LOQ)를 측정하고 정확성(accuracy)과 정밀성(precision)을 평가하였다. Tanshinone IIA와 cryptotanshinone이 단삼 추출물 내 다른 물질의 간섭 없이 분리되는지 확인하기 위하여 표준용액과 단삼 추출물의 chromatogram을 비교하여 peak의 retention time을 확인하였다. 직선성과 검출 한계 및 정량 한계를 측정하기 위하여 5, 10, 20, 50 및 100 mg/L 농도로 희석해 둔 tanshinone IIA와 cryptotanshinone 표준용액들을 HPLC로 분석하여 검량선을 작성하였다. 검량선은 peak의 면적과 시료의 농도를 변수로 사용하였고, 검량선으로 얻은 상관계수(R2) 값으로 직선성을 확인하였다. 검출 한계는 3.3 × σ/S, 정량 한계는 10 × σ/S(σ: 잔차의 표준편차, S: 검량선의 기울기)로 계산하였다. Tanshinone IIA와 cryptotanshinone 표준용액들 모두 5, 100 및 200 mg/L 농도로 3일간 반복성 시험과 일 내 3회 반복 반복성 시험을 하여 정확성과 정밀성을 측정하였다. 정확성은 표준값과 측정값 사이의 근접성을 계산하여 확인하였으며, 정밀성은 반복 실험하였을 때 측정값들 사이의 근접성을 상대표준편차(RSD, %)로 계산하여 확인하였다.

      항산화 활성 측정 – 단삼 추출물과 tanshinone IIA, cryptotanshinone의 항산화 활성을 측정하기 위하여 ROS 및 ONOO-소거활성을 진행하였다. 단삼 추출물은 메탄올에 녹여 최종 농도가 0.1, 1 및 10 μg/mL이 되도록 제조하여 시료로 사용하였고, tanshinone IIA와 cryptotanshinone은 최종 농도가 1, 10 및 100 μM이 되도록 제조하여 시료로 사용하였다.

      ROS 소거활성은 96-well black plate에서 진행하였으며, 양성 대조군으로 100 μM trolox를 사용하였다. 12.5 mM H2DCFDA와 600 unit esterase는 같은 비율로 혼합하고 차광상태로 상온에서 20분 동안 반응시켰다. 농도별 시료를 각각 well에 투여하고 10 μM SIN-1을 각 well에 처리하였다. H2DCFDA 혼합물을 PBS에 1/50로 희석하여 각 well에 처리한 뒤 10분 동안 반응시켰다. 반응시킨 혼합물은 spectrophotometer를 사용하여 excitation 485 nm와 emission 530 nm에서 형광 측정하여 결과값을 비교하였다.

      ONOO- 소거활성은 96-well black plate에서 진행하였으며, 양성 대조군으로 100 μM penicillamine을 사용하였다. 농도별 시료를 각각 well에 투여하고 10 μM SIN-1을 각 well에 처리하였다. Rhodamine buffer에 녹인 10 μM DTPA를 각 well에 처리하고 5 mM DHR123을 PBS에 1/100로 희석하여 각 well에 처리하고 10분 동안 반응시켰다. 반응시킨 혼합물은 spectrophotometer를 사용하여 excitation 485 nm와 emission 530 nm에서 형광 측정을 하여 결과값을 비교하였다.

      통계처리 – 모든 실험은 5회 이상 반복으로 실시하였고, 그 결과를 평균 ± 평균의 표준오차(SEM)로 표시하였다. 통계 분석은 GraphPad Prism (version 5.0; GraphPad Software, Inc., USA)을 사용하였고 각 실험군간의 비교는 ANOVA (one-way analysis of variance)로 처리하였고, Dunnett’s multiple comparisons test를 사용하여 검정을 실시하였다. P값이 0.05 미만인 경우 통계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      분석법 검증 –Tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 동시분석법을 검증을 위하여 특이성, 직선성, 검출한계, 정량한계, 정확성 및 정밀성을 확인하였다. Tanshinone IIA와 cryptotanshinone을 혼합한 표준 용액과 단삼 추출물의 peak를 확인하였을 때, 다른 물질의 간섭없이 분리되었으며 혼합한 표준용액과 단삼추출물 내 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 retention time이 일치하는 것을 확인하였다(Fig. 1A, 1B). 직선성을 확인하기 위하여 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 표준용액을 5, 10, 20, 50 및 100 mg/L의 범위로 HPLC 분석을 하여 검량선을 작성하였을 때, tanshinone IIA의 검량선 상관계수(R2)는 0.999, cryptotanshinone은 1.0으로 높은 직선성을 보였다. Tanshinone IIA의 검출 한계는 0.399 mg/L, 정량 한계는 1.316 mg/L로 확인되었고, cryptotanshinone의 검출 한계는 0.244 mg/L, 정량 한계는 0.804 mg/L로 확인되었다(Table Ⅲ). 정확성과 정밀성을 측정하였을 때, tanshinone IIA의 정확성은 95.31~101.82%, 정밀성은 0.93~1.91%의 범위였고, cryptotanshinone의 정확성은 95.27~100.42%, 정밀성은 0.93~1.99%의 범위였다(Table Ⅳ). 이러한 연구결과는 본 연구에서 사용된 분석법이 정량분석이 가능하고 재현성을 가지고 있으며, 높은 정확성과 정밀성을 가지는 동시분석법임을 나타낸다. 기존에 사용된 분석법13) 과 비교하였을 때, 본 연구에 사용된 분석법은 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 peak를 다른 물질의 간섭 없이 더 명확하게 분리하여 특이성을 개선하였다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          HPLC chromatograms of tanshinone IIA and cryptotanshinone standards (A) and ethanol extract from S. miltiorrhiza (B). MS spectra of tanshinone IIA (C) and cryptotanshinone (D) in ethanol extract from S. miltiorrhiza.
        
        

        

      

      
        Table Ⅲ. 
				
        

        
          Calibration curves, correlation coefficients, limits of detection (LOD) and limits of quantitation (LOQ) of tanshinone IIA and cryptotanshinone
        
        

      

      
        
          
            	Compound
            	Linear range 
(mg/L)
            	Response slope 
(a)
            	Response factor 
(b)
            	Correlation coefficient 
(R2)
            	LOD 
(mg/L)
            	LOQ 
(mg/L)
          

        
        
          	Tanshinone IIA
          	5~100
          	55091
          	75435
          	0.999
          	0.399
          	1.316
        

        
          	Cryptotanshinone
          	5~100
          	65134
          	45687
          	1.0
          	0.244
          	0.804
        

      

      

      
        Table Ⅳ. 
				
        

        
          Accuracy and precision of tanshinone IIA and cryptotanshinone
        
        

      

      
        
          
            	Compound
            	Concentration
(mg/L)
            	Accuracy (bias, %)
            	Precision (***c.v., %)
          

          
            	*Intra-day
            	**Inter-day
            	*Intra-day
            	**Inter-day
          

        
        
          	Tanshinone IIA
          	5
          	95.31
          	96.34
          	1.86
          	1.91
        

        
          	100
          	101.01
          	101.82
          	1.35
          	1.24
        

        
          	200
          	100.17
          	100.21
          	1.23
          	0.93
        

        
          	Cryptotanshinone
          	5
          	95.27
          	96.29
          	0.93
          	1.99
        

        
          	100
          	99.84
          	100.00
          	1.41
          	1.43
        

        
          	200
          	99.31
          	100.42
          	1.68
          	1.25
        

      

      
        
          *Intra-day: three times per day, **Inter-day: three times analysis of standards per day for three days, ***c.v.: co-efficient of variation.
        

      

      

      함량 분석 –주요 성분인 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 함량 분석을 위해 HPLC를 이용하여 동시분석 조건을 확립하였다. Table Ⅰ의 분석조건을 적용하여 분석하였을 때, 검체의 peak가 이상적으로 분리된 것을 확인하였다. MS 분석 결과 tanshinone IIA와 cryptotanshinone은 m/z 295.1 및 m/z 297.1에서 [M+H]+ 형태의 분자 이온 피크를 확인하였다(Fig. 1).

      본 연구에서 확립한 분석법을 이용하여 단삼의 조건별 추출물들에 대한 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 함량을 분석하였다. 추출 방법별 단삼 추출물에서는 침지 추출법에서 tanshinone IIA가 12.255%, cryptotanshinone이 7.626%로 가장 높은 함량을 나타내었고(Table Ⅴ), tanshinone IIA와 cryptotanshinone이 열에 매우 불안정한 물질임을 확인할 수 있었다. 이는 단삼의 유효성분이 열에 불안정하다는 다른 연구팀의 결과와도 일치하였다.14) 용매 조성별 단삼 추출물에서는 100% 에탄올에서 tanshinone IIA가 12.407%, cryptotanshinone이 8.216%로 가장 높은 함량을 나타내었다(Table Ⅵ). 이와 같은 결과는 tanshinone IIA 및 cryptotanshinone과 같은 diterpenoid 성분들이 지용성이 강한 물질이기 때문인 것으로 생각되어진다.6) 이들 결과에 의하면, tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 함량이 가장 높은 단삼의 최적 추출 조건은 상온에서 100% 에탄올로 침지 추출하는 것임을 확인할 수 있다.

      
        Table Ⅴ. 
				
        

        
          Contents of tanshinone IIA and cryptotanshinone in ethanol extracts from S. miltiorrhiza  by extraction method
        
        

      

      
        
          
            	Sample
            	Extraction solvent
            	Extraction method
            	Yield (%)
            	Contents of standards (%)
          

          
            	Tanshinone IIA
            	Cryptotanshinone
          

        
        
          	Salvia miltiorrhiza 
extracts
          	100% EtOH
          	Reflux
          	6.244
          	5.152
          	3.239
        

        
          	Sonication
          	2.072
          	6.553
          	4.153
        

        
          	Immersion
          	1.514
          	12.255
          	7.626
        

      

      

      
        Table Ⅵ. 
				
        

        
          Contents of tanshinone IIA and cryptotanshinone in ethanol extracts from S. miltiorrhiza  by extraction solvent
        
        

      

      
        
          
            	Sample
            	Extraction solvent
            	Extraction method
            	Yield (%)
            	Contents of standards (%)
          

          
            	Tanshinone IIA
            	Cryptotanshinone
          

        
        
          	Salvia miltiorrhiza 
extracts
          	100% EtOH
          	Immersion
          	1.753
          	12.407
          	8.216
        

        
          	80% EtOH
          	6.984
          	1.236
          	0.821
        

        
          	60% EtOH
          	18.344
          	0.023
          	0.118
        

        
          	40% EtOH
          	18.220
          	0.003
          	0.037
        

        
          	20% EtOH
          	17.056
          	0.000
          	0.005
        

        
          	0% EtOH
          	12.552
          	0.000
          	0.002
        

      

      

      항산화 활성 측정 – 단삼의 주요 성분인 tanshinone IIA 및 cryptotanshinone과 단삼의 조건별 추출물의 항산화 활성을 알아보기 위하여 ROS 및 ONOO- 소거활성 실험을 진행하였다. Tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 ROS 및 ONOO- 소거활성은 농도 의존적으로 높아졌다. ROS 소거활성에서 tanshinone IIA와 cryptotanshinone은 100 μM 농도에서 47.7 및 50.6%의 소거활성을 보였고, ONOO- 소거활성에서는 100 μM 농도에서 55.1 및 51.2%의 소거활성을 보였다(Fig. 2). 단삼의 추출 방법별 추출물의 소거활성 분석을 진행하였다. 추출 방법별 추출물의 ROS 및 ONOO- 소거활성은 농도 의존적으로 높아졌으며, ROS 소거활성은 침지 추출물 10 μg/ml 농도에서 55.1%로 가장 높은 소거활성을 보였고, ONOO- 소거활성에서는 침지 추출물 10 μg/ml 농도에서 47.1%로 가장 높은 소거활성을 보였다(Fig. 3). 단삼의 용매 조성별 추출물의 ROS 및 ONOO- 소거활성 분석을 진행하였다. 용매 조성별 추출물의 ROS 및 ONOO- 소거활성은 농도 의존적으로 높아졌으며, ROS 소거활성에서는 80% 에탄올 추출물 10 μg/ml 농도에서 62.0%로 가장 높은 소거활성을 보였고, ONOO- 소거활성에서는 80% 에탄올 추출물 10 μg/ml 농도에서 가장 높은 소거활성을 보였다(Fig. 4).

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Anti-oxidant effect of tanshinone IIA and cryptotanshinone standards. ROS scavenging assay (A) and ONOO- scavenging assay (B). Data are presented as mean ± SEM, and statistical significance was analyzed by one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons test. CON, control; SIN-1, 3-morpholinosydnonimine hydrochloride; Trolox, positive control, 100 μM of trolox; P.C, positive control, 100 μM of penicillamine. ***P < 0.001 compared to SIN-1.
        
        

        

      

      
        
        

        Fig. 3. 
				
        

        
          Anti-oxidant effect of ethanol extracts from S. miltiorrhiza by extraction method. ROS scavenging assay (A) and ONOO- scavenging assay (B). Data are presented as mean ± SEM, and statistical significance was analyzed by one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons test. CON, control; SIN-1, 3-morpholinosydnonimine hydrochloride; Trolox, positive control, 100 μM of trolox; P.C, positive control, 100 μM of penicillamine. ***P < 0.001 compared to SIN-1.
        
        

        

      

      
        
        

        Fig. 4. 
				
        

        
          Anti-oxidant effect of ethanol extracts from S. miltiorrhiza by extraction solvent. ROS scavenging assay (A) and ONOO- scavenging assay (B). Data are presented as mean ± SEM, and statistical significance was analyzed by one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons test. CON, control; SIN-1, 3-morpholinosydnonimine hydrochloride; Trolox, positive control, 100 μM of trolox; P.C, positive control, 100 μM of penicillamine. ***P < 0.001 compared to SIN-1.
        
        

        

      

      함량 분석과 소거활성 결과를 비교하였을 때, 추출 방법별 단삼 추출물 중에서 침지 추출물이 tanshinone IIA 및 cryptotanshinone의 함량이 가장 높았고 가장 높은 항산화 효과를 나타내며 함량과 항산화 효과가 일치하는 결과를 보였다. 용매 조성별 단삼 추출물에서는 tanshinone IIA 및 cryptotanshinone의 함량은 100% 에탄올 추출물에서 가장 높았으나, 항산화 효과는 80% 에탄올 추출물에서 가장 높아 함량과 항산화 효과가 일치하지 않는 결과를 보였다. 이는 80% 에탄올 추출물에 dimethyl lithospermate B나 salvianolic acid A, B 등과 같은 또 다른 항산화 활성을 가진 성분들이 존재하기 때문으로 예상되어진다.15-18) Tanshinone IIA 및 cryptotanshinone을 가장 많이 함유한 100% 에탄올 추출물이 가장 높은 항산화 효과를 보이지는 않았지만, 이들 성분들은 단삼 추출물과 유사하거나 더 높은 항산화 효과를 보여주었다. 이를 통하여 tanshinone IIA 및 cryptotanshinone은 항산화 활성을 가진 단삼의 유효 성분임을 확인할 수 있었다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 분석법 검증을 통해 단삼의 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 HPLC 동시분석법을 확립하고, 추출 조건에 따른 단삼 추출물에서 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 함량을 높일 수 있는 최적 추출 조건을 확립하고자 하였다. 또한, 단삼의 조건별 추출물들과 tanshinone IIA 및 cryptotanshinone의 항산화 활성을 확인하기 위하여 ROS 및 ONOO- 소거활성 실험을 진행하였다. 추출 방법별 단삼 추출에서는 침지 추출물에서 tanshinone IIA는 12.255%, cryptotanshinone은 7.626%로 가장 높은 함량을 보였고, 용매 조성별 단삼 추출에서는 100% 에탄올 추출물에서 tanshinone IIA는 12.407%, cryptotanshinone은 8.216%로 가장 높은 함량을 보였다. 다음과 같은 결과를 통하여 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 함량이 가장 높은 최적 추출 조건은 상온에서 100% 에탄올을 사용하여 침지 추출하는 것임을 확인하였다. ROS 및 ONOO- 소거활성 실험을 통하여 tanshinone IIA와 cryptotanshinone이 농도 의존적으로 소거활성을 보였으며 유효한 항산화 성분인 것을 확인하였다. 추출 방법별 단삼 추출에서는 침지 추출물의 소거활성이 가장 높았으며, 용매 조성별 단삼 추출에서는 80% 에탄올 추출물의 소거활성이 가장 높았다.

      본 연구에서는 HPLC 동시분석을 이용하여 열에 불안정한 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 함량을 높일 수 있는 최적 추출 조건을 확립하였고, 단삼 추출물의 tanshinone IIA와 cryptotanshinone의 항산화 활성을 확인하여 유효한 항산화 활성 성분임을 확인하였다. 이 결과는 단삼을 이용한 제품의 표준화를 위한 기초 자료로 활용될 수 있으며, 항산화 활성을 가진 건강기능식품 및 천연물 의약품의 소재로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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