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  요 약 : EtOH 추출법과 열수 추출법을 사용하여 빈카민 등의 빈카 알칼로이드 화합물을 함유한 빈카 
마이너 추출물을 얻었다. 이들 추출물을 사용하여 비듬균, 효모, 그람양성 및 음성세균에 대한 항균활성을 
측정 하였다. 비듬균(Malassezia furfur)에 대하여 표준물질인 빈카민과 EtOH 추출물은 항균활성을 보이
지 않은 반면 열수 추출물은 항균활성을 나타내었다. 또한 열수 추출물은 그람양성 및 음성세균에 속하는 
바실러스(Bacillus sp.)와 대장균(Escherichia coli)에 대해서도 항균활성을 나타내었다. 추출물의 세포독성
은 HaCaT 세포(인간 케라티노사이트 세포), HT-29 세포(인간 결직장 선종암 세포), Raw 세포(인간 대
식세포)를 대상으로 측정하였으며, 해당 세포들에 대해 특별한 세포독성은 발견 되지 않았다. 또한 형광
기반의 탐색물질인 디클로로플루오신 디아세테이트(DCFDA)를 이용한 활성산소종을 측정하였다. 그 결과 
HaCaT 세포와 HT-29 세포군에서 활성산소종의 형성이 약 20% 정도 증가하는 것을 알 수 있었다. 

  Abstract : Vinca alkaloid compounds including vincamine from Vinca minor L. have been 
extracted by ethanol and hot water extraction methods.  Antimicrobial properties of those extracts 
have been investigated against dandruff causing microorganism Malassezia furfur, yeast, Gram positive 
and negative bacteria. Vincamine standard and ethanol extract showed no sign of antimicrobial 
activity, whereas hot-water extract had the activity against M. furfur. Furthermore hot water extract 
had antimicrobial activity against Gram positive Bacillus sp. and Gram negative Escherichia coli. 
Cytotoxic properties of those extracts have also been investigated with HaCaT cell (human 
keratinocyte), HT-29 cell (human colorectal adenocarcinoma cell) and Raw cell, showing no 
significant cytotoxic effects. We also measured the ROS using dichlorofluorescein diacetate (DCFDA), 
a popular fluorescence-based probe for reactive oxygen species detection. The result showed the 
increasement of reactive oxygen species formation (20%) in HaCaT and HT-29 cell lines.
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Acidity(%)=
V x F x A x D x 100

 S 

1. 서 론

  Vinca minor에서 발견되는 대표적인 인돌알칼
로이드인 빈카민(Vincamine)과 빈카민 유도체 등
은 노화에 대항하여 뇌의 인지능력 또는 기억력
을 강화하는 효과가 있는 것으로 알려져 있으며, 
현재 빈카민은 혈액순환 개선제 및 뇌혈관 개선
제 등으로 이용되고 있다. 
  이외에도 잎의 여러 가지 알칼로이드 성분에 
의한 강장, 수렴작용이 있어 내출혈, 월경출혈감
소제로서 사용되며 궤양, 인후염, 고혈압 치료제, 
뇌의 혈류를 원활하게 한다는 연구 결과가 있어 
혈액순환 개선을 통한 피부환경 개선에 효과가 
있을 것으로 기대되고 있다. 이 중 빈카 메이저
(Vinca major) 및 빈카 마이너(Vinca minor)는 
국제 화장품 원료집(ICID)에 등재되어 있다.
  빈카 로지아(Vinca rosea)를 제외한 페리윙클
(예, 빈카 메이저, 빈카 마이너 등)에 대한 연구
는 항암효과가 적은 이유로 관심의 대상이 되지 
않아 상대적으로 기초연구가 적은 상황이다1~3. 
특히 빈카 메이저와 빈카 마이너 등의 추출물은 
프랑스계 화장품 회사에서 피부용 화장품 재료로 
최근 사용된 적이 있으나 아직 그 효능에 대한 
연구는 미미한 실정이다4~6.  따라서 이 식물을 
이용한 화장품을 개발하기 위해서는 추출물에 함
유된 성분들에 대한 효능평가가 필수적으로 요구
된다7~8. 
  본 연구에서는 빈카 마이너로부터 얻은 추출물
에 함유된 플라보노이드 성분과 빈카민 같은 알
칼로이드 성분에 의한 항균 효과에 대한 연구, 
그리고 면역활성 효과를 조사하였다. 
 

2. 실험 방법 

2.1. 재료 및 기기

  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH), 
trifluoro acetic acid(TFA), acetonitrile, 
methanol, vincamine 등은 Sigma-Aldrich사 시
약을 사용하였다. 분광광도계는 Mecasys사의 
Optizen 2120UV spectrophotometer, HPLC는 
영린기기사의 YL9100(검출기: PDA detector)를 
사용하여 분석 하였다. 빈카 마이너는 경기도 과
천 그린피아사에서 재배한 식물을 구매하여 실험
재료로 사용하였다.

2.2. 빈카 마이너의 EtOH 추출법

  빈카 마이너의 잎을 10g정도 채취하여 물에 세
척한 후 건조한다.  이 잎을 잘게 절단한 후 
EtOH을 소량씩 가하며 막자사발로 분쇄하였다.  
그 후 여과 하여 이물질을 제거한 뒤 회전식 진
공농축기를 이용하여 농축한 후 여과 과정을 한
차례 더 반복하였다. 최종적으로 syringe filter를 
이용하여 불순물을 깨끗이 제거한 후 다시 한 번 
농축하여 빈카 마이너 EtOH 추출물을 얻었다. 
수득한 건조 EtOH 추출물은 0.26g이었다.

2.3. 빈카 마이너의 열수 추출법

  빈카 마이너의 잎 10g을 채취하여 물에 세척한 
후 건조한다.  삼각플라스크 1L에 증류수 200mL
을 넣고 90-100℃ 정도로 끓였다.  잎을 잘게 
자른 뒤 끓는 물에 30min정도 담구고 상온에서 
식힌 후 여과하였다. 여과액은 Freeze drier를 이
용하여 동결건조 하였고 최종적으로 0.20g의 건
조된 열수 추출물을 수득하였다.

2.4. GRAS 균주를 이용한 빈카 마이너 

     추출물의 생물전환

  유산균 Lactobacillus plantarum LP2와 
Lactobacillus casei GW140 두 균주를 이용하여 
열수 추출물의 생물전환 실험을 수행하였다. 즉, 
MRS broth(Difco) 5mL에 LP2 및 GW140 균주 
배양액 각각 1%씩 접종하고 앞서 설명한 열수 
추출물 10㎕를 첨가하였다. 이후 37℃에서 정치
배양하면서 경시적으로(0, 24, 48시간) 시료를 취
해 생균수(CFU/mL), 산도(acidity) 및 항균활성
을 측정하였다. 산도의 측정은 시료를 정제수로 
희석(1 : 9)한 후 알칼리 표준용액(NaOH)으로 
적정하여 분석하였다. 산도를 구하는 공식은 다음
과 같다. 

(V: 0.1 N-NaOH 용액의 적정치 소비량(mL); 
F: 0.1N-NaOH 용액의 역가; A: 0.1 
N-NaOH 용액 1mL에 상당하는 젖산의 양
(0.009); D: 희석배수; S: 시료 채취량)9.

2.5. 항균활성 실험

  빈카 마이너 추출물을 이용하여 비듬균
(Malassezia furfur KCTC 7743)10, 효모
(Saccharomyces cerevisiae), 그람양성(Bacillus 
sp.) 및 그람음성세균(Escherichia coli JM109)에 
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대한 항균실험을 수행하였다. 실험방법은 한천확
산법 (agar diffusion method)11으로 각각의 균주
를 최적배지에서 키운 배양액 100uL를 평판배지
에 도말한 후 그 위에 시료 10uL를 점적하였다. 
최적온도(30 혹은 37℃)에서 48h 배양 후 한 후 
시료 주위에 저해환 생성 유무를 관찰하였다. 최
적배지로서 M. furfur는 mLNA 배지(Glucose 
20g/L, Malt extract 50g/L, Polypeptone 1g/L, 
Bile salt 20g/L, Tween 40 0.1mL/L, Glycerol 
0.02mL/L)를 사용하였고 S. cerevisiae는 YPD 
배지(Yeast extract 10g/L, Peptone 20g/L, 
Dextrose 20g/L), Bacillus sp.는 Nutrient 배지
(Beef extract 3g/L, Peptone 5g/L), 그리고 E. 
coli는 LB배지(Yeast extract 5g/L, Tryptone 
10g/L, NaCl 10g/L)를 각각 사용하였다. 

2.6 세포배양

  피부세포로부터 유래된 HaCaT 세포와 대장상
피암세포로부터 유래된 HT-29 세포는 10% 
fetal bovine serum, 2mM L-glutamine, 100 
units/mL penicillin, 그리고 100 ug/mL 
streptomycin이 함유된 DMEM 배지를 이용하여 
37℃ humidified 5% CO2 incubator에서 배양하
였다. 인간 대식세포에서 유래된 Raw 264.7 세
포는 위의 두 세포와 같은 조건에서 배양배지인 
RPMI 1640 만을 다르게 하여 배양하였다. 

2.7 세포독성 (생존율) 조사 방법

  제시된 3 가지 세포주를 24-well microtiter 
plate 에 농도 1×105 cells/mL로 조절하여 
500ul/well에 넣은 후, 빈카민을 농도별 또는 시
간별로 처리 한 다음 24 시간동안 배양하였다. 
배양액을 교환한 후, MTT labeling reagent에 
electron coupling reagent를 첨가하여 준비한 
MTT labeling mixture를 각 well당 10uL씩 (최
종농도 0.5㎎/mL) 4h 처리 한 후, DMSO 로 녹
여 550nm 파장에서 흡광도를 이용하여 세포독성
을 조사하였다.

2.8 활성산소 생성능 조사 방법

  세포 내 ROS의 양은 형광 probe인 DCFDA 
(2',7'-Dichlorofluorescein diacetate) 를 사용하여 
측정하였다. 빈카민 50uM 또는 100uM와 추출
물을 각각 세포에 24h 처리한 후, 배양액에 
DCFDA를 well당 25uM로 15min간 처리하고, 
세포내 활성산소의 양을 excitation 파장 485 

nm, emission 파장 530 nm에서 fluorescence를 
측정하여 조사 하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 항균활성 실험

  열수 및 EtOH로 추출한 빈카 마이너 농축액
을 이용하여 먼저 비듬균(M. furfur KCTC 
7743)에 대한 항균활성 실험을 수행하였다.  확
인결과 빈카민 표준물질과 에탄올 추출물에서는 
항균활성이 나타나지 않은 반면 열수추출물에서
는 약한 항균활성이 관찰되었다(Fig. 1). 대조군으
로 사용한 EtOH에서는 강한 항균활성이 관찰되
었다.

Fig. 1. Antimicrobial effect on Malassezia furfur 
KCTC 7743. 1: Vincamine (1 mole/L); 
2: EtOH extract (50 ㎍/㎕); 3: Hot 
water extract (50 ㎍/㎕); 4: EtOH 
(99.9%) dropping 10 ㎕ of each 
solution.

  평판배지 상에서 열수 추출물의 항균활성이 약
하게 확인되어 mLNA broth에서 추가 항균실험
을 수행하였다. 즉, mLNA broth 5mL에 비듬균 
배양액을 0.1% 접종한 후 앞서 설명한 빈카민, 
에탄올 추출물, 열수 추출물 및 EtOH 10㎕를 첨
가한 후 30℃에서 진탕(170rpm) 하면서 2일간 
배양하였다. 배양 중 경시적으로(0, 6, 12, 24, 
48h) 시료를 취해 mLNA 평판배지 상에서 생균
수(CFU/mL)를 측정하였다. 생균수는 펩톤수
(0.1%, w/v)를 이용하여 10진 희석법으로 확인
하였다. 실험결과 EtOH 추출물의 경우 대조군
(비듬균만 접종)과 비교하였을 때 비듬균의 성장 
억제 효과가 관찰되지 않은 반면 열수 추출물의 
경우 비듬균 성장 억제 효과가 나타났으며 48시
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간째 생균수가 대조군에 비해 1.21(log scale)배 
낮게 확인되었다(Fig. 2). 이는 열수 추출물이 사
용한 비듬균에 대해 항균활성이 우수함을 의미하
는 것이다.    

Fig. 2. Antimicrobial effect on Malassezia furfur 
KCTC 7743. Control: only M. furfur 
(final concentration 0.1%) was 
inoculated; Vincamine: M. furfur plus 
vincamine (1 mole/L) 10 ㎕; ES: M. 
furfur plus EtOH extract (50 ㎍/㎕) 10 
㎕; : M. furfur plus hot water extract 
(50 ㎍/㎕) 10 ㎕; EtOH: M. furfur plus 
EtOH(99.9%) 10 ㎕.

  빈카민 추출물을 이용하여 효모(S. cerevisiae), 
그람양성(Bacillus sp.) 및 그람음성 세균(E. coli 
JM109)에 대한 항균활성 실험도 추가적으로 수
행하였다.  실험결과 효모 균주에 대해서는 대조
군으로 사용한 빈카민에서 약한 항균활성이 관찰
되었으며(Fig. 3) Bacillus sp. 균주에 대해서는 
빈카민에서 약한 활성이, 열수 추출물에서는 다소 
강한 활성이 관찰되었다(Fig. 4). 대장균에 대해서
는 열수 추출물에서만 강한 활성이 관찰되었다
(Fig. 5). 
  이러한 결과들을 종합해 볼 때 빈카 마이너 열
수 추출물 속에는 다양한 균종에 대해 항균활성
을 보이는 물질이 포함되어 있을 것으로 추정되
며 향후 추가적인 연구를 통해 그 항균물질들의 
구조를 분석하여 물질동정을 한다면 새로운 항균
소재의 개발도 가능할 것으로 판단된다.

Fig. 3. Antimicrobial effect on yeast 
(Saccharomyces cerevisiae) . 1: EtOH 
(99.9%) 2 ㎕; 2: Vincamine (1 mole/L) 
2㎕; 3: Hot water extract (50 ㎍/㎕) 2 
㎕; 4: EtOH extract (50 ㎍/㎕) 2 ㎕; 
5: Red ginseng extract 2 ㎕. 

Fig. 4. Antimicrobial effect on Bacillus species. 
1: EtOH (99.9%) 2 ㎕; 2: Vincamine 
(1 mole/L) 2㎕; 3: Hot water extract 
(50 ㎍/㎕) 2 ㎕; 4: EtOH extract (50 
㎍/㎕) 2 ㎕; 5: Red ginseng extract 2 
㎕. 

Fig. 5. Antimicrobial effect on Escherichia coli 
JM109. 1: Hot water extract (50 ㎍/
㎕) 2 ㎕; 2: Vincamine (1 mole/L) 2 
㎕; 3: EtOH extract (50 ㎍/㎕) 2 ㎕; 
4: EtOH (99.9%) 2 ㎕.
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A

B

Fig. 6. The change of the number of 
lactobacillus after bio-transformation 
of hot water extract. A: 
Lactobacillus plantarum LP2; B: 
Lactobacillus casei GW140 strain 
(final concentration of 1%) 
inoculation. Control: extract not 
added; FDS: hot water extract (50㎍
/㎕) 10㎕ added.

A

B

Fig. 7. pH effect of hot water extract after 
bio-transformation. A: Lactobacillus 
plantarum LP2; B: Lactobacillus 
casei GW140 strain(final 
concentration of 1%) inoculation. 
Control: extract not added; FDS: 
hot water extract (50㎍/㎕) 10㎕ 
added.

3.2. 빈카 마이너 추출물의 생물전환 및 항균

효과

  유산균 Lactobacillus plantarum LP2와 
Lactobacillus casei GW140 두 균주를 이용하여 
열수 추출물의 생물전환 실험을 수행하였다. 즉, 
MRS broth(Difco) 5mL에 LP2 및 GW140 균주 
배양액을 각각 1%씩 접종하고 앞서 설명한 열수 
추출물 10㎕를 첨가하였다.  생균수의 경우 두 
균주 모두 열수 추출물 첨가군과 무첨가군 사이
에 큰 차이 없이 잘 자라는 것으로 확인되었으며 
24h째 가장 높은 생균수(LP2: 약 9.3 Log 
CFU/mL; GW140: 약 9.5 Log CFU/mL)를 보
였다(Fig. 6). 

  산도의 경우 24h까지 두 균주 모두 열수 추출
물 첨가군과 무첨가군 사이에 큰 차이를 보이지 
않았으나 48h째 시료에서는 열수 추출물 무첨가
군에서 다소 높은 산도를 나타내었다(Fig. 7). 

  생균수와 산도를 종합적으로 분석했을 때 열수 
추출물 첨가가 유산균의 생육에는 영향이 없는 
것으로 판단되며 이는 생물전환이 활발하게 일어
날 수 있음을 의미한다. 그럼에도 불구하고 두 
균주를 이용한 열수 추출물의 생물전환물은 사용
한 농도에서 비듬균에 대한 항균활성이 관찰되지
는 않았다. 이는 생물전환에 사용한 열수 추출물
의 농도가 낮음에 기인하는 것으로 추론된다.

3.3. 추출물의 세포독성 조사

  추출물 및 빈카민의 세포독성을 확인하기 위해
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서, HaCaT, HT-29 세포, 그리고 Raw 세포를 
사용하였다. 0 - 100 uM의  빈카민 및 추출물
들을 24h 동안 처리한 후, MTT assay 를 통해 
Vincamine 의 세포독성을 조사하였다. Fig. 8에
서처럼, 에탄올 추출, 열 추출 또는 Sigma 사로
부터 구입한 빈카민 모두 유의성 있는 독성 효과
가 나타나지 않았다. 

Fig. 8. Cell toxicity of HaCaT, HT-29 cell 
and Raw cell after inoculation of 
Vinca minor extracts and vincamine.
*EtOH : EtOH extract, H2O : Hot 
water extract, Sigma : vincamine 
standard.

       
3.4. 세포내 활성산소 생성에서 추출물 및 

     빈카민의 효과

  빈카민 유도체인 vinpocetine 
[14-ethoxycarbonyl-(3alpha,16alpha-ethyl)-14,
15- eburnamine] 이 활성산소로부터 세포를 보
호할 수 있다는 보고가 있었기에12, 빈카민 및 추
출물 처리에 따른 세포내 활성산소의 양의 변화
를 조사해 보았다.  본 연구에 사용된 3 가지 세
포주는 이미 활성산소가 생성된다고 잘 알려져 
있다. HaCaT 와 HT-29 세포들은 Nox1, 4를 
통해 활성산소를 생성하고13~14, 이는 각각 피부면
역과 장내 면역에 기여하는 것으로 보고되고 있
으며, Raw 세포는 침입한 미생물을 죽이기 위한 
직접적인 수단으로 Nox1, 2 를 통해 활성산소를 
생성시킨다15. 빈카민을 24h 동안 처리한 후, 세
포내 활성산소 생성을 2’,7’ –dichlorofluorescein 

diacetate (DCFDA) 를 이용하여 세포내 발생된 
활성산소 양을 조사하였다. 

Fig. 9. The effect of reactive oxygen species 
(ROS) generation on cells after 
vincamine treatment.
*EtOH : EtOH extract, H2O : Hot 
water extract, Sigma : vincamine 
standard.

  Fig. 9에서처럼 많은 양의 변화는 보이지 않지
만, HaCaT 와 HT-29 세포주에서 100uM의 빈
카민 처리는 대조군과 비교해서 약 1.2 배의 세
포내 활성산소 증가를 나타내었다. Raw 세포에
서도 약간의 증가가 나타났지만 위의 두 종류의 
세포와는 다르게 에탄올 추출물에서 좀 더 높은 
활성산소 생성 결과가 조사되었다.  빈카민의 이
러한 결과들은 상당히 흥미롭게 보여진다. 대부분
의 면역활성 물질들은 많은 양의 활성산소 생성
을 초래해 오히려 자기 자신과 주변세포에 많은 
데미지를 주지만, 빈카민의 경우는 별다른 독성을 
나타내지 않고, 면역력을 증강시킬 수 있는 활성
산소 생성을 적절하게 높이는 것으로 보인다. 따
라서 빈카민과 마찬가지로 빈카민의 함량이 높은 
EtOH 추출물에서 면역활성의 증가를 보이는 이
유는 빈카민계 알칼로이드의 농도와 관계가 있는 
것으로 추정된다. 
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4. 결 론

  빈카 마이너의 열수 추출물과 EtOH 추출물을 
이용하여 항균활성과 세포독성 및 면역활성을 조
사하였다.  그 결과 표준물질인 빈카민과 EtOH 
추출물은 항균활성을 보이지 않았으나 열수 추출
물은 비듬균(Malassezia furfur)에 대해 항균활성
을 보였다. 또한 열수 추출물은 그람양성 및 음
성세균에 속하는 바실러스(Bacillus sp.)와 대장균
(Escherichia coli)에 대해서도 항균활성을 나타내
었다. 추출물들의 세포독성은 실험에 사용된 세포
군에서는 특이적인 세포독성은 발견 되지 않았다. 
DCFDA를 이용한 활성산소종을 측정한 결과 
HaCaT와 HT-29 세포군에서 활성산소종의 형성
이 약 20%정도 증가하는 것을 알 수 있었다. 
Raw 세포에서도 약간의 증가가 나타났지만 위의 
두 종류의 세포와는 다르게 에탄올 추출물에서 
좀 더 높은 활성산소 생성 결과가 조사되었다. 
이러한 결과는 에탄올 추출물의 경우 대식세포가 
반응하는 물질이 에탄올에 추출되었을 가능성을 
제시할 수 있다. 
  대부분의 활성산소 생성을 자극하는 물질들은 
높은 세포독성과 면역 활성화를 지속적으로 자극
하여 활성산소를 생성하는 세포뿐 만 아니라 주
변세포의 손상을 야기한다. 하지만 Vincamine 의 
경우는 별다른 독성을 나타내지 않고, 적절한 수
준의 활성산소 생성이 관찰되었다. 적은 양의 활
성산소 생성은 다양한 세포들과 조직에서 면역기
능을 위해서만 아니라 세포의 성장과 분열 및 항
상성을 유지하는데 반드시 필요하다 (REF 4). 결
국, Vincamine 의 적은 독성과 적절한 수준의 향
균능 및 활성산소 생성능은 세포 및 인체조직의 
면역 항상성을 유지하는데 많은 도움을 줄 것으
로 보여진다.   특히 빈카민 의 경우는 별다른 
세포독성을 나타내지 않고, 적절한 활성산소 생성
을 유도해 면역활성을 높일 수 있어 천연물 소재
로서 상업적 활용성이 높을 것으로 판단된다.
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