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서 론
 당귀 (Angelica gigas Nakai), 일당귀 (Angelica acutiloba Kitagawa), 독활 (Aralia cordata Thunb.), 부평초 (Spirodela polyrhiza L.), 시호 (Bupleurum falcatum L.) 및 오가피 (Acanthopanax sessiliflorum Seeman)의 온도, 압력 변화에 따른 초임계 이산화탄소 추출물의 P388 (mouse leukemia), A549 (human lung carcinoma), HL-60 (human leukemia) 세포주에 대한 세포독성을 측정하여 초임계 유체가 기존의 추출 방법에 비하여 목적 성분의 선택성 면에서 유용함을 밝히고자 하였다.            

실 험
1) 실험재료 - 본 연구에서 사용한 당귀, 일당귀, 독활, 시호, 및 오가피는 의약품수출입협회에서 기증 받았으며 부평초는 1994년 5월 수원에서 채집하였다. 모든 식물시료는 감압오븐을 이용하여 40 oC에서 24시간 건조하였으며 세절한 후 사용하였다. 

2) 유기용매 추출 - 3 g의 식물시료를 n-hexane, CHCl3 및 MeOH (덕산약품공업, 경기도 용인)로 40 oC에서 3 시간동안 초음파 추출기를 이용하여 추출하였고 여과지로 여과한 후 감압상태에서 건조하였다.

3) 초임계 이산화탄소 추출 - 본 실험에 사용된 초임계 유체 추출장치는 본 저자들에 의해 자체 제작된 흐름법 방식의 장치를 사용하였다. 식물시료 3 g을 60 ml의 추출조에 채운 후 ISCO 260 DM syringe pump (ISCO, Lincoln, NE, USA)에 의해 원하는 압력을 올리고 정확한 압력을 유지하기 위하여 HEISE MM-43776 gauge (HEISE, Stratford, CT, USA)를 사용하였다. 추출온도는 air-bath에서 PID 조절기 (한영, 서울)를 통하여 ±1 oC 범위로 조절하였다. 추출된 유체 혼합물을 가열된 HIP 60-11-HEV-V 미터링 밸브 (HIP, Erie, PA, USA)를 이용하여 유속을 200-300 ml/min로 고정한 후 대기압으로 감압하여 방출하였다. 이산화탄소의 누적된 총유량은 wet testmeter (Sierra, Chicago, IL, USA)에 의해 측정하였다. 총 이산화탄소 소비량은 1 atm, 25 oC에서 50 l였다. 추출물은 냉각 MeOH로 채워진 포집기에 의해 수집되었다. 실험온도는 35, 45, 55 oC, 압력은 10, 20, 30 MPa였다.  

4) 세포독성 검색용 시료의 조제 - 세포독성시험 검색을 위한 시료를 n-hexane: isopropanol (1: 1)에 1 mg/ml 농도로 녹인 후 RPMI media (50 μg/ml gentamycin 첨가)로 검색최종농도가 100, 20, 4 μg/ml이 되도록 희석하였다. 각각의 assay에서 검색농도는 quadruplicate로 하였다.

5) 세포배양 - P388 세포주는 한국화학연구소, A549세포주와 HL-60 세포주는 서울대 암연구소에서 각각 분주받았다. 각 세포주는 5% heat-inactivated fetal calf serum과 penicillin (100 units)-streptomycin (100 μg/ml)를 포함한 RPMI 1640 media (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)에서 37 oC, 5% CO2, 100% relative humidity의 조건하에서 배양하였다. 각 세포주에 따라 2-5일 마다 계대배양을 실시하였다. 

6) ED50의 결정 - NCI가 제시한 방법에 따라 시행하였다.1) Log phase에 있는 세포를 예비실험에서 정한 세포 농도 (P388, 10 x 104 cells; A549, 15 x 104 cells; HL-60, 30 x 104 cells)로 맞춘 후, 세포 배양액을 100 μl씩 96 well microtiter에 넣고 24 시간 배양하였다. 그 다음 시료를 포함한 media를 100 μl씩 quadruplicate로 넣고 48 시간 동안 반응시킨 다음 MTT나 SRB assay를 실시하였다. Positive control로써 adriamycin을 사용하였다. 

7) MTT assay - P388 및 HL-60 세포주에 대해서 MTT assay를 실시하였다. MTT용액 (5 mg MTT/ml PBS와 serum free media를 2 : 3의 비율로 혼합) 일정량을 각 well에 넣고 4 시간 동안 반응시켰다. 2000 rpm에서 20 분간 원심분리하여 생성된 formazan을 well plate 바닥에 가라앉힌 후 배지를 제거하였다. DMSO를 가하여 formazan을 용해시키고 540 nm에서 ELISA reader로 흡광도를 측정하였다.2-5)

8) SRB assay - A549 세포주에 대해서 SRB assay를 실시하였다. 반응이 끝난 plate의 각 well에 50%  TCA를 50 μl씩 넣어준 후 4 ℃에서 1 시간 방치하여 세포를 고정시키고 증류수로 세척한 후 공기중에서 건조시켰다. 각 well에 0.4 % SRB (w/v in 1% acetic acid) 용액을 100 μl씩 넣어 30 분간 반응시킨 후 1 % acetic acid로 세척하였고 다시 공기중에서 건조시켰다. 고정세포에 염색되어 있는 SRB를 10 mM trizma base (pH 10.5)로 용출시켜 515 nm에서 ELISA reader로 흡광도를 측정하였다. 각 plate에 대조군과 함께 back ground level (media 자체내의 protein에 의한 흡광도)을 결정하기 위해 media도 포함시켰다.6,7)
결과 및 고찰

Table I. Cytotoxicities of the extracts against P388 cell line (ED50 values, (g/ml)

Plant material
Supercritical carbon

dioxide extraction

(the optimum condition)
n-hexane

extraction
CHCl3
extraction
MeOH

extraction

A. gigas
36.2

(55 oC and 30 Mpa)
38.5
38.3
52.5

A. cordata
14.5

(55 oC and 10 Mpa)
33.3
20.9
22.7

S. polyrhiza
27.5

(45 oC and 30 Mpa)
30.8
29.7
28.1

B. falcatum
18.9

(45 oC and 10 Mpa)
>100
27.0
>100

   P388 (mouse leukemia) 세포주에 대한 각 시료의 유기용매 추출물 및 초임계 이산화탄소 추출물은 Table I에 나타내었다. 당귀의 경우 세포독성 물질의 최적 추출 조건은 본 실험조건에서 55 oC, 30 MPa로 나타났다. 비록 당귀의 ED50이 모든 추출물에서 30 μg/ml 이상으로 낮은 세포독성을 나타내었으나 추출 선택성 면에서 초임계 이산화탄소 추출물은 n-hexane, CHCl3과는 비슷하고 MeOH에 비해서는 2 배 가까운 세포독성을 나타내었다. 부평초는 최적 조건이 45 oC, 30 MPa로 모든 유기용매 추출물과 비슷한 세포독성을 나타내었다. 그러나 독활과 시호의 경우에 있어서는 최적 추출 조건이 각각 55 oC 10 MPa 및 45 oC, 10 MPa로 비교된 모든 유기용매 추출물에 비해 초임계 이산화탄소 추출물에서 현격한 세포독성의 증가를 확인할 수 있었다. 
Table II. Cytotoxicities of the extracts against A549 cell line (ED50 values, (g/ml)

Plant material
 Supercritical carbon

  Dioxide extraction

(the optimum condition)
n-hexane

extraction
CHCl3
extraction
MeOH

extraction

A. gigas
18.5

(35 oC and 30 Mpa)
38.0
29.8
>100

A. cordata
24.4

(55 oC and 20 Mpa)
<4.0
48.1
>100

A.sessiliflorum
27.9

(35 oC and 20 Mpa)
76.0
>100
>100

   인체암세포주인 A549, HL-60에 대한 각 식물시료의 세포독성은 P388 세포주와는 다른 결과를 나타내었다 (Table II, III). P388 세포주에 대한 당귀의 초임계 이산화탄소 추출물 세포독성은 n-hexane 및 CHCl3 추출물과 비슷하였으나 A549에 대해서는 초임계 이산화탄소 추출물이 비교된 어떤 유기용매보다도 세포독성 물질 추출에 대해 높은 선택성을 나타내었다. 또한 최적 초임계 추출조건도 P388세

Table III. Cytotoxicities of the extracts against HL-60 cell line (ED50 values, (g/ml)

Plant material
  Supercritical carbon

   dioxide extraction 

(the optimum condition)
n-hexane

extraction
 CHCl3
extraction
 MeOH

extraction

A. gigas
        14.3

  (35 oC and 20 Mpa)
  10.9
  26.0
  45.8

A. acutiloba
        16.2

  (35 oC and 20 Mpa)
  40.2
  57.5
  >100

A. cordata
        28.0

  (35 oC and 30 Mpa)
  <0.8
  45.7
  >100

A. sessiliflorum
        18.1

  (55 oC and 10 Mpa)
  >100
  >100
  60.5

포주에 대한 것보다는 낮은 온도인 35 oC, 30 MPa에서 확인되었다. 그러나 HL-60 세포주에 대해서는 당귀의 n-hexane 추출물이 초임계 이산화탄소 추출물보다 높은 세포독성을 나타내었다. 독활의 P388 세포주에 대한 세포독성은 초임계 이산화탄소 추출물이 55 oC, 10 MPa에서 다른 유기용매에 비해 상대적으로 높았으나 A549, HL-60 세포주에서는 최적 추출 조건의 변화뿐만이 아니라 P388 세포주와는 달리 n-hexane 보다 낮은 세포독성을 나타내었다. 이러한 원인은 초임계 이산화탄소가 각 식물성분에 대해 온도, 압력 변화에 따라 다른 추출 선택성을 나타내는 것에 기인하는 것으로 여겨진다. 초임계 이산화탄소를 이용한 오가피의 A549 및 HL-60 세포주에 대한 최적 세포독성 추출 조건은 각각 35 oC, 20 MPa 및 55 oC, 10 MPa로 모든 유기용매 추출물에 비해 높은 세포독성을 나타내었다. 일당귀의 경우에 있어서는 HL-60 세포주에 대한 결과에서 초임계 이산화탄소 추출물이 비교된 어떤 유기용매보다 높은 추출 선택성을 나타내었다. 현재까지 초임계 이산화탄소는 추출용매로써의 낮은 극성으로 인하여 천연물에서 주로 lipid, steroid, aliphatic compound등의 비극성 성분 추출에 응용되었다. 따라서 본 연구에서 초임계 이산화탄소가 기존의 유기용매에 비해 높은 세포독성을 보이는 것은 대상으로 하는 식물체에서의 소수성 성분의 높은 추출 효율에 기인하는 것으로 판단된다.   

   세포독성 물질의 선택적 추출을 위한 최적 초임계 이산화탄소 추출 조건은 식물시료 및 대상 세포주에 따라 많은 차이를 나타내었다. 이러한 원인은 온도, 압력의 변화에 따라 초임계 이산화탄소에 의한 추출 성분 차이에 기인하는 것으로 생각된다. 이러한 연구결과는 앞으로 초임계 유체 추출법을 이용하여 목적하는 성분을 천연물로부터 추출할 때 온도, 압력 등의 간단한 변화만으로도 생리활성성분의 추출 선택성을 높일 수 있는 가능성을 나타내는 것으로 사려된다.
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