
Anti-Toxoplasmosis Effect of Meliae fructus Ethanol Extract

Toxoplasmosis is an important cause of foodborne, 
inflammatory, as well as congenital abnormalities. 
There is an urgent need for safe and effective thera-
pies to eliminate or treat this cosmopolitan infectious 
disease. A medicinal herbal plant, Meliae fructus, has 
been used to soothe the liver and kills worms in Chi-
nese medicine. In this study, Meliae fructus ethanol ex-
tract was examined and screened for its anti-T. gondii 
activity. For anti-T. gondii activity screening, in vitro 
study of Meliae fructus extract using tachyzoit of T. 
gondii RH strain-infected HeLa cells was performed. 
Further, in vivo anti-T. gondii study using a mouse 
infection model was conducted. Safety of herbal com-
pounds was evaluated in SD rats by treatment with 
Meliae fructus extract for 28 days. As a result, selectiv-
ity of Meliae fructus ethanol extract was 5.85, which 
was higher than sulfadiazine selectivity (2.06). We also 
performed an in vivo study to evaluate the anti-T. gon-
dii activity of Meliae fructus extract in a mouse model. 
The inhibition rate of Meliae fructus extract was as 
high as that of sulfadiazine. These results demonstrate 
that Meliae fructus can successfully cure T. gondii 
infection and could be a promising native herb treat-
ment for prevention of T. gondii infection.
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Introduction
세포내 감염되는 포자원충에는 콕시디움(coccidium), 톡
소포자충(toxoplasma) 및 말라리아 원충(plasmodium)이 
있으며, 이들 원충에 의한 질환 중 톡소포자충(Toxoplasma 
gondii)은 사람을 비롯한 각종 포유동물 및 조류 등에 널리 감
염되어 있는 대표적인 인수공통 기생충의 하나이다[1, 2]. 이
중 톡소포자충은 전 세계적으로 분포하는 인체 및 동물의 톡
소포자충 감염증(Toxoplasmosis)의 원인 원충이다[3]. 톡소
포자충의 수평전이는 환경으로부터 감염된 접합자(oocysts)
를 섭취하거나 다른 동물들의 내장이나 고기에 포함되어 있

는 조직포낭(bradyzoite)이나 영양형(tachyzoite)을 섭취하
는 세가지 생활주기를 포함한다[4, 5]. 미국에서 최근 급성 톡
소포자충이 인간에게서 일어나는 것은 환경으로부터 오염된 
접합자(oocyst)와 관련이 있지만 한국에서의 발병은 조리하
지 않은 돼지고기를 먹는 것과 관련이 있다[3, 4, 6].
또한 톡소포자충은 가축 및 야생동물 조직에 감염될 수 있어 
날고기 또는 조리가 덜된 육류를 먹었을 경우 감염되며, 임산
부가 감염되었을 경우 태반 감염에 의한 신생아의 기형 또는 
유산이 일어날 수 있다[5, 7].
이러한 임상적인 중요성이 있음에도 지금까지 항톡소플라
즈마 용도로 사용되는 약물인 sulfonamide 또는 pyrimeth-
amine 등은 수년간 지속적으로 투여함으로써 내성이 계속 증
가하고 있고, 감염형 원충(bradyzoite) 단계의 톡소플라즈마
에 대한 효과도 별로 없다[5, 8, 9]. 임상에서 주로 이용되는 
톡소포자충의 치료법은 정상 숙주에서 중추신경계, 심장, 간
에 퍼져 있을 때 pyrimethamine과 sulfonamide를 사용하며, 
선천적 톡소포자충일 경우 pyrimethamine과 sulfonamide, 
안구 톡소포자충일 경우 pyrimethamine과 sulfonamide 및 
스테로이드, 후천적 면역결핍증과 장기이식, 급성질환일 경
우 pyrimethamine과 sulfonamide를 사용하고 있다[8, 9]. 
그러나 톡소포자충의 주요 치료제인 pyrimethamine과 sul-
fonamide는 자주 부작용이 보고되고 있는 실정이다[8, 9].
임상적으로 감염시 치명적인 뇌염이나 유산을 일으키는 병
원체인 톡소포자충의 치료제로 주로 사용되고 있는 설파디아
진이 사용되고 있으나, 이들 약물들은 부작용과 약물 내성에 
의한 치료 실패 사례들이 자주 보고되고 있는 실정이다[10, 
11]. 이러한 이유로 톡소포자충에 대한 새로운 치료제의 개발 
필요성이 대두되고 있으며, 합성 화학약물들에 비교하여 부
작용이 적고 안전성이 높은 천연물들을 원료로 한 톡소포자
충의 치료가 모색되고 있다[5, 9, 12].
천련자(Meliae fructus)는 멀구슬나무과 식물 천련(Melia 

azedarach)의 열매이다. 천련자는 예로부터 습열을 제거하
고 통증을 완화하고 기생충을 구제하는 효능이 있어 가슴통
증과 산통 및 만성 회충증으로 인한 복통을 치료하는데 사용
해 왔다[13]. 
본 연구는 천련자의 에탄올 추출물을 이용하여 톡소포자충
에 대한 항원충 효과를 알아 보고자 선택성을 알아보는 시험
과 동물실험을 통한 생체내 감염된 톡소포자충에 대한 항원충 
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효과 및 안전성을 알아보고자 계획되었다.

Materials and Methods
천련자 에탄올 추출물 조제

시험에 사용된 천련자는 익산시 대학한약국으로부터 한국
산으로 판매되고 있는 건조된 천련자(Meliae fructus)를 구
입하여 분쇄기(DA700, Daesung Atron Co., Paju, Korea)
로 입자 크기가 30메시 이하가 되도록 분쇄하여 천연물 분말
을 수득한 후, 상기에서 수득한 건조된 천연물 분말(1 kg) 질
량의 3배(v/w)에 해당하는 증류수를 포함하는 70% 에틸알
콜 수용액을 가하여 100°C에서 3시간 동안 환류 냉각 추출
하고 환류 냉각 추출한 후 추출물을 거어즈로 1차 여과하고 
3000 × g에서 3분간 원심 분리하였다. 원심분리 후의 상층액 
만을 취하여 0.2 μm filter (Nalgene, New York, USA)로 각
각을 여과하였다. 이 여과액을 rotary evaporator (EYELA, 
Tokyo, Japan)로 농축하고, 이 농축액을 Ultra-Low tem-
perature freezer (Nihon freezer, Japan)에서 동결시켰다. 
동결된 각각의 천연물 추출물들을 동결건조기(Labconco, 
USA)로 동결 건조하여 추출물 220 g을 얻었으며, 사용 때까
지 −20°C에 보관하였다.

톡소포자충의 유지

본 실험에 사용된 톡소포자충(RH strain of Toxoplasma 
gondii, ATCC, No.50174)의 영양형(tachyzoite)의 배양은 
Song[14] 방법에 따라서 ICR mouse 암컷 마우스(female 
mouse)의 복강내 배양 방법을 실시하였다[14]. 1 × 105개의 
톡소포자충의 영양형을 4주령 ICR mouse 암컷 마우스 복강
에 주입한 뒤, 4일 후 마우스를 경추탈골 하였다. 그리고 2% 
FBS(GIBCO, Lot No. 1315128, USA)를 함유한 DMEM 
media(GIBCO, Lot No. 1300045, USA) 5 mL을 복강에 
주입하고 1분 30초 동안 가볍게 마사지 해주었다. 다시 복수
액을 10 mL짜리 주사기로 전부 뽑아내고 500 RPM에서 5
분간 원심분리 후, 침전물은 버리고 상등액은 새로운 50 mL 
tube에 옮겨서 45 × g에서 5분간 원심분리 하였다. 이렇게 얻
은 상등액은 새로운 50 mL tube에 옮겨서 1030 × g에서 10
분간 원심분리 하였다. 원심분리법으로 얻은 순수한 톡소포
자충의 영양형으로 실험에 사용하였다.

톡소포자충 선택성(selectivity) 측정

HeLa 세포(한국세포주은행, 1002)는 96 well에 9 × 103/
mL되게 접종하고 10% FBS가 함유된 DMEM 배지를 사
용하여 37°C의 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 6시간 후, 
2%의 FBS가 함유된 배지로 교환 및 톡소포자충 영양형을 
HeLa 세포주의 5배되게 처리하였다. 그 후 24시간 동안 배양
한 뒤, 배지를 교환함과 동시에 천연물을 농도별로 처리하였
다. 이때 대조군으로서 설파다이아진(Sulfadiazine sodium 
salt, SIGMA, S6387, Germany)을 사용하였다. 24시간 뒤 
세포증식분석으로 EZ-Cytox Kit (Daeil Lab. Co., Korea)
을 실시하고, 15분 후, 흡광광도계로 450 nm에서 흡광도(ab-
sorbance)를 측정하여, 톡소포자충의 증식을 억제하는 농도 
EC50 (50% 세포증식억제농도)를 산출하였고, 항톡소플라즈
마 효과에 대한 약효판정은 Park 등[15]의 방법에 따라서 선
택성(selectivity)을 구하여 보다 높은 선택성을 가진 물질이 

항톡소플라즈마 효과가 있는 것으로 판정하였다[15]. 선택성
을 구하는 식은 다음과 같았다. : 선택성(selectivity) = HeLa 
세포에 대한 각 시료의 EC50값/T. gondii에 대한 각 시료의 
EC50값.

마우스 감염 모델에서의 항톡소포자충 활성 평가

항톡소포자충 효과를 확인하기 위하여 4주령 ICR 암컷 마
우스를 쌤타코(오산, 한국)에서 구입하여 원광대학교 동물사
육시설에서 7일간 순화 사육하여 질병이 없고 외관상 건강한 
암컷 마우스를 선별하여 군 구성을 하였다. 군구성은 Table 1
과 같이, Group I은 정상군으로서 톡소플라즈마 감염 없이 
천련자 추출물 급여도 없는 군이고, Group II는 음성대조군
으로서 톡소플라즈마 감염만 있는 군, Group III은 양성대조
군으로서 톡소플라즈마 감염 후 임상에서 실제 톡소포자충
의 치료제로 사용되고 있는 설파다이아진 50 mg/kg 투여군, 
Group IV은 톡소플라즈마 감염 후 천련자 추출물을 30 mg/
kg 투여한 군으로 5마리씩으로 분류하여 실험을 수행하였다. 

Group I을 제외한 모든 군의 마우스에는 톡소포자충의 영
양형 1 × 105/mL을 1 mL 복강에 투여하였다. 톡소포자충 감
염 2시간 후, Group III에는 설파다이아진을 50 mg/kg 용량
으로, Group IV에는 천련자 추출물을 30 mg/kg 용량으로 투
여하고 이 후 1일 간격으로 4일간 경구 투여하였다. 이 후 4
일째 되는 날 마우스를 경추탈골하여, 각 마우스 복강 내의 톡
소포자충의 영양형을 모두 얻어 측정하였다. 실험 종료 후 투
여물질들의 톡소포자충 억제율은 Park [15]의 방법에 따라서 
다음과 같은 수식으로 계산하여 구하였다. : 톡소포자충 억제
율 (inhibition ratio of tachyzoites of T. gondii) = [(음성대
조군의 톡소포자충 수 – 물질투여군의 톡소포자충 수)/ 음성
대조군의 톡소포자충 수] × 100.
실험 수행 기간 동안 실내 온도 24 ± 4°C의 온도와 동일
한 환경이 적용될 수 있도록 하였고 원광대학교 동물실험윤
리위원회의 실험계획 평가 후 승인 과정을 거쳤으며 실험과
정 및 종료까지 원광대학교 동물실험윤리 지침을 준수하며 
수행되었다.

천련자 추출물의 독성 평가 실험

천련자 추출물을 오랜 기간 섭취함으로 인해 독성발현으로 
의심되는 세포 손상이 있는지 알아보기 위한 독성 평가 실
험을 수행하였다. 실험은 6주령 수컷 SD 랫드를 쌤타코(오
산, 한국)에서 구입하여 원광대학교 동물사육시설에서 7일
간 순화 사육하여 질병이 없고 외관상 건강한 랫드를 선별하
여 각 군당 5마리의 랫드를 이용하여 2개 군으로 나누어 실
험이 수행되었다. Group I은 control 군으로 천련자 추출물 
비투여군으로 하였고, Group II는 28일 동안 매일 100 mg/
kg 용량으로 시험물질을 경구 투여하였다. 실험 종료일 에
테르 마취 하에 안락사하여 부검을 실시하고 각 실질 장기
의 육안병변을 관찰한 후, 대뇌(Cerebrum), 소뇌(Cerebel-
lum), 연수(Pons), 고환(Testis), 심장(Heart), 간(Liver), 
폐장(Lung), 신장(Kidney), 근육(Muscle), 비장(Spleen), 
전립선(Prostate), 췌장(Pancreas), 흉선(Thymus), 부신
(Adrenal gland), 소장(Small Intestine), 대장(Large Intes-
tine), 골수(Bone marrow), 갑상선(Thyroid gland) 및 정낭
(Seminal vesicle)을 적출하여 10% 중성완충 포르말린용액
(neutral buffered formalin)에 고정하였다. 고정이 완료된 



조직들은 병리조직학적 검사를 위한 통상적인 방법을 사용하
여 파라핀 포매한 후, 4 μm 두께로 절편하여 H&E 염색 후 병
리조직학적인 검사를 수행하였다.

Results
항톡소포자충 선택성(selectivity) 측정 결과

HeLa 세포에서 수행된 톡소포자충 감염과 천련자 추출물
의 항톡소포자충 효과에 대한 판정은 Park 등[15]의 방법에 
따라서 EZ-Cytox Kit (Daeil Lab. Co., Korea)를 이용하
여 세포증식분석을 실시하여 선택성을 산출하여 수행되었다.

HeLa 세포에 천련자 에탄올 추출물과 설파다이아진을 농
도별로 처리했을 때 세포와 톡소포자충에서의 EC50 값을 산
출한 결과는 Table 2와 같았다. 천련자 에탄올 추출물을 처리
하였을 때 HeLa 세포에서의 EC50 값은 2501.2 μg/mL, 톡
소포자충에서의 EC50 값은 427.3 μg/mL로 선택성은 5.85
이었다. 설파다이아진 처리시 HeLa 세포에서의 EC50 값은 
398.639 μg/mL, 톡소포자충에서의 EC50 값은 193.327 μg/
mL로 선택성은 2.06을 나타내었다(Table 2). 이러한 결과로
부터 천련자 에탄올 추출물은 톡소포자충에 감염된 HeLa 세
포에서 항톡소포자충 약물인 설파다이아진 보다 2.84배 높은 
선택성을 보여 톡소포자충의 증식을 효과적으로 억제하는 효
과가 있다는 결론을 도출할 수 있었다.

마우스 감염 모델에서의 항톡소포자충 활성 평가

설파디아진 보다 2.84배의 선택성을 보인 천련자 에탄올 추
출물을 가지고 항톡소포자충 효과를 확인하기 위해 ICR 암
컷 마우스를 사용하여 in vivo 효능 평가 시험을 진행하였다. 
천련자 에탄올 추출물은 30 mg/kg으로 4주령 ICR 암컷 마
우스에 4일간 하루에 한 번씩 경구 투여하였다. 4일째, 복강
내의 톡소포자충의 영양형을 모두 얻어 계량하였다. 실험 종
료 후 각 군의 측정된 톡소포자충 수를 가지고 계산한 투여물
질들의 톡소포자충 억제율은 양성 대조로 사용된 설파다이아
진을 투여한 Group III군에서는 84.0 ± 9.62%이었고, 천련
자 에탄올 추출물을 투여한 Group IV군은 82.2 ± 2.28%이
었다. 이러한 결과로부터 천련자 에탄올 추출물은 톡소포자
충의 치료제로 사용되고 있는 설파디아진의 톡소포자충 억제
율과 비교하여 통계적으로 차이가 없는 효과를 가지고 있는 
것을 알 수 있었으며, 대조군과 비교했을 때 유의한 결과를 얻
을 수 있었다 (Table 1, P<0.05). 본 연구에서 또한 항톡소포
자충 효과를 확인하기 위해 마우스를 이용한 항톡소포자충 시
험을 실시한 결과, 천련자 에탄올 추출물의 톡소포자충 억제

율은 82.2 ± 2.28%으로 양성 대조로 사용된 설파다이아진의 
84.0 ± 9.62%과 비교하여 통계적으로 차이가 없는 효과를 가
지고 있는 것을 알 수 있었다. 

천련자 추출물에 의한 독성 평가 결과

천련자 추출물을 오랜 기간 섭취함으로 인해 독성발현으로 
의심되는 세포 손상이 있는지 알아보기 위해 6주령 수컷 SD 
rat을 사용하여 28일 동안 매일 100 mg/kg 용량으로 시험물
질을 경구 투여하고 천련자의 독성 발현 유무를 평가한 결과 
대조군 및 천련자 추출물 투여군의 모든 개체에서 폐사 또는 
특이 임상증상은 관찰되지 않았다. 실험 종료일 에테르 마취 
하에 안락사하여 부검을 실시하고 각 실질 장기의 육안병변
을 관찰한 결과 유의한 병변은 관찰할 수 없었다. 또한 실질 
장기들의 병리조직학적 검사에서도 별다른 세포손상은 관찰
되지 않았다.
최근에 마우스를 이용하여 천련자의 에탄올추출물과 여기
서 분리된 두 가지 limonoid 성분의 항염증 및 진통 효과에 
대한 연구결과가 발표된 바 있다[16]. 그러나 현재까지 천련
자의 항톡소포자충 효과에 대한 보고는 없었다. 본 연구 결
과 천련자는 in vitro와 in vivo 실험 둘 다에서 우수한 항톡
소포자충 효능이 있음을 확인하였다. 또한 SD rat을 이용한
28일간의 안전성 연구 결과, 독성 현상으로 추정되는 특이 변
화는 관찰되지 않았다. 이러한 결과로부터 천련자 에탄올 추
출물은 톡소포자충의 치료제로서 효능과 안전성이 우수한 것
을 알 수 있었다.

Discussion
임상적으로 감염시 치명적인 뇌염이나 유산을 일으키는 병
원체인 톡소포자충의 치료제로 주로 사용되고 있는 설파디아
진이 사용되고 있으나, 이들 약물들은 부작용과 약물 내성에 
의한 치료 실패 사례들이 자주 보고되고 있다. 이러한 이유
로 톡소포자충에 대한 새로운 치료제의 개발 필요성이 대두
되고 있으며, 합성 화학약물들에 비교하여 부작용이 적고 안
전성이 높은 천연물들을 원료로 한 톡소포자충의 치료가 모
색되고 있다. 
천련자는 구조가 확인된 몇 가지 화합물을 함유하고 있는데, 

toosendanin이 주성분이고, 그 외에 kulinone, methylkulo-
nate, melianol, melianodiol, melialactone, azadiarachtin
등을 함유 한다[17]. 천련자의 주요 생리활성 물질인 toosen-
danin은 화학구조식 C30H38O11로 Fig. 1과 같은 구조로 구성
되어 있으며, 분자량 574.68, 밀도 1.44 g/cm3, 비등점 760 
mmHg에서 714°C, 녹는점 178~180°C의 백색의 크리스탈 
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Table 2. In vitro anti-Toxoplasma gondii selectivity of Meliae 
fructus extract

Treatment Hela cell EC50

(μg/mL)
T. gondii EC50

(μg/mL) Selectivitya

Meliae fructus 2501.2 427.3 5.85

Sulfadiazine 398.639 193.327 2.06

EC50: Median effective concentration.
aRatio of the EC50 value for HeLa cells to the EC50 value for T. 
gondii strain.

Table 1. Experimental designs for the anti-toxoplasmosis study 
using the mouse model

Group T. gondii Treatment Active 
evaluation n

I - Vehicle 0 ± 0.0%* 5

II 1 × 105/mouse Vehicle 99.2 ± 3.06% 5

III 1 × 105/mouse Sulfadiazine
(50 mg/kg) 84.0 ± 9.62%* 5

IV 1 × 105/mouse Meliae fructus
(30 mg/kg) 82.2 ± 2.28%* 5
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분말의 형태를 가지고 있다[17]. 천련자의 생리활성에 대한 
실험연구는 주성분으로 알려진 toosendanin으로 진행된 것
이 주를 이루는데, 암세포에 대한 apoptosis 효과 및 성장억
제 효과[18], 항보튤리누스 효과[19], 항균 효과[20], 아세틸
콜린 분비억제 효과[18], 간의 약물대사효소 및 담즙 분비활
성 효과[21], 항고지혈증 효과[22],항산화 및 항염효과[17] 
등이 보고되어 있다.
선택성(selectivity)은 신약 개발을 위한 항약물 스크리닝에 
사용하는 지표의 하나이다. 이 수치가 높으면 높을수록 의약
품으로서 인체에 대한 효능과 안전성이 높아지는 것을 의미한
다[9, 15, 23]. 천련자 에탄올 추출물은 설파다이아진에 비교
하여 선택성이 높으며 이는 천련자 추출물이 세포에 대한 독
성은 적으며 톡소포자충에 대하여 효과적인 억제 효과를 가지
고 있는 것을 의미한다. 또한 천련자 추출물에 대한 28일 투여 
안전성 평가를 수행한 결과, 천련자 추출물의 100 mg/kg 연
일 투여에 의하여 유의한 독성 변화는 관찰되지 않았다. 이러
한 결과로부터 천련자 에탄올 추출물은 톡소포자충의 치료제
로서 효능과 안전성이 우수한 것을 알 수 있었다.
이러한 결과로, 천련자 에탄올 추출물은 향후 톡소포자충 치
료에 항생제를 대체할 수 있는 내성이 없는 천연물 추출물로 
개발될 수 있을 것으로 판단되었다. 
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