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서  론

국화(Chrysanthemum	 morifolium)는	 국화과(Composi-

tae)에	속하는	여러	해살이	식물로써	거의	1	m	정도로	성장
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하게	된다(Moon과	Park,	 1995).	국화는	현화식물	중	진화

가	가장	잘	된	식물군으로서	오랫동안	관상식물로	이용되

어	왔을	뿐만	아니라	다른	식물보다	사람과	가장	친근한	식

물중의	하나이다(Lee	등,	2009).	국화를	비롯한	국화과	식

물에는	각시취(Saussurea	pulchella)를	비롯하여	톱풀(Ach-

illea	 sibirica),	목향(Inula	 helenium)	및	민들레(Taraxacum	

platycarpum)등	다양한	종들이	있으며	우리나라에서	만도	

대략	80속	379종이	서식하고	있다(Woo	등,	2009).	대부분	

국화과	식물은	정유를	가지고	있어	향이	좋으며,	그	밖에도	

alkaloid를	비롯한	glycoside,	flavonoid	및	polyphenol	등	다

양한	성분들이	포함되어	있다(Lee	등,	2008).	국화는	가을에	

개화하며	그	해에	채취하는데	주로	꽃을	약용으로	사용하고	

있다(Han,	2003;	Woo	등,	2009).	잎은	서로	어긋나게	달리
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To	clarify	the	oxidative	stress	of	reactive	oxygen	species	(ROS)	and	the	effect	of	Chrysanthemum	mori-
folium	L.	(CM)	flower	extract	on	the	cultured	neuroglial	cells	(C6	glioma)	damaged	by	ROS,	cell	adhe-

sion	effect	was	measured	by	colorimetric	assay	after	cultured	C6	glioma	cells	were	treated	with	various	

concentrations	of	glucose	oxidase	(GO)	for	5	hours.	For	 the	antioxidative	effect	of	CM	flower	extract,	

cell	adhesion	activity	(CAA),	superoxide	dismutase	(SOD)-like	activity	and	lactate	dehydrogenase	(LDH)	

activity	were	assessed	against	GO-induced	cytotoxicity	on	same	cultures.	In	this	study,	GO	remarkably	

decreased	CAA	dose-dependently,	and	the	XTT90	and	XTT50	values	were	measured	at	15	mU/mL	and	

50	mU/mL	following	the	treatment	of	C6	glioma	cells	with	5∼60	mU/mL	of	GO.	The	CM	flower	extract	

significantly	increased	cell	adhesion	activity	damaged	by	GO-induced	cytotoxicity,	and	it	also	showed	

the	SOD-like	activity	and	the	decrease	of	LDH	activity.	From	these	results,	it	is	suggested	that	GO	was	

cytotoxic	on	cultured	C6	glioma	cells,	and	CM	flower	extract	showed	antioxidative	effects	as	shown	by	

the	increased	CAA,	SOD-like	activity	and	the	decrease	of	LDH	activity	on	GO-induced	cytotoxicity	on	

the	same	cultures.
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며	잎자루를	가지고	있을	뿐만	아니라	난원형의	깃꼴을	하

고	있다(Moon과	Park,	1995;	Kim	등,	2006).	국화의	꽃과	줄

기에는	아데닌이나	스타키드린과	같은	성분을	가지고	있으

며(Lee	등,	 2009),	그	밖에도	중추신경을	마비시키거나	또

는	해열작용에도	효과적인	성분	등이	함유되어	있는	것으

로	알려져	있다(Han,	2003;	Kobayasi	등,	2003).	국화의	성

질은	서늘하면서도	달고	쓰며,	해독,	소염,	진통,	해열,	두통	

및	거풍작용	등에	효과적인	다양한	성분들이	함유되어	있

어	각종	질환의	치료에	널리	사용되어	왔다(Yoon	등,	2007;	

Woo	등,	2009).	예로서,	고혈압	초기의	현기증	완화를	비롯

하여	관상동맥의	확장과	같은	활혈작용,	눈의	염증에	대한	

항염작용,	열발산의	청열작용과	같은	다양한	질환에	적용되

어	왔다(Velioglu	등,	1998;	Lee	등,	2009).	국화는	주로	꽃을	

약용으로	사용하여	왔는데	주로	흰꽃과	노란꽃이	사용되었

으며	단맛이	날수록	더욱	효과가	뛰어난	것으로	알려져	있

다(Han,	2003;	Ju	등,	2006).	한편,	활성산소(reactive	oxygen	

species,	ROS)에	의한	산화적	손상은	세포를	손상시켜	세포

자멸사(apoptosis)와	관련이	있는	protein	 kinase	 C	 (PKC)

나	mitotic	activation	protein	(MAP)	kinase	등을	자극할	뿐

만	아니라(Mucial	등,	1995),	c-fos	발현이나	caspase-1과	

같은	 신호전달체계를	 활성화시킴으로서	 세포퇴화를	 유발

하는	동시에	노화의	요인으로도	작용한다고	알려져	있다

(Mattson	등,	1993;	Ozdil	등,	2004).	더우기,	이들은	근위축

성	측삭경화증(amyotrophic	 lateral	 sclerosis,	 ALS)을	비롯

한	치매	및	고혈압등과	같은	각종	난치병의	병인으로도	작

용한다고	알려져	있다(Rosen	등,	1993;	Lima	등,	2002).	인

체	내에는	ROS의	산화적	손상에	대한	방어수단으로	항산

화계가	있는데(Kikuzaki와	Nakatami,	 1993),	이는	인체	내

에	ROS가	생성될	경우	즉시	이를	제거할	수	있는	항산화효

소(antioxidant)들을	가지고	있다(Ding	등,	2004).	예를	들면	

대사과정	중	hydroxyl	radical	(OH-)이나	superoxide	(O2
-)

와	같은	자유기(free	radicals)가	형성될	경우(Michikawa	등,	

1994;	Loft	등,	1994),	 superoxide	dismutase	 (SOD)나	cata-

lase	또는	glutathione	peroxidase	등과	같은	항산화	효소에	

의하여	물로	변환됨으로서	인체를	보호하게	된다(Park	등,	

1995;	Ding	등,	2004).	최근	다양한	식물	추출물들에서	항산

화	효과가	뛰어난	성분들이	다량	함유되어	있다고	보고되면

서	이를	이용한	노화나	질환에	대한	치료적	접근이	시도되

고	있다(Han	등,	2006;	Gates	등,	2007).	국화꽃차나(Lee	등,	

2009),	또는	국화과	식물인	홍화(Carthamus	tinctorius)(Lee	

등,	2004),	톱풀(Achillea	sibirica)	등과	같은	추출물에	대한	

항산화	활성이	보고됨에도	불구하고(Moon과	 Park,	 1995;	

Han,	2003),	아직까지	국화꽃추출물의	항산화나	또는	항독

과	같은	효능기전이나	작용에	대한	연구는	그리	많이	되어

있지	않다.	

본	 연구는	 국화꽃(Chrysanthemum	 morifolium,	 CM)추

출물의	항산화	효과를	조사하기	위하여	신경교종세포(C6	

glioma)를	배양한	후	ROS의	일종인	glucose	oxidase	(GO)

에	대한	추출물의	영향을	세포부착율(cell	adhesion	activity,	

CAA)을	비롯하여	 superoxide	 dismutase	 (SOD)-유사활성	

및	lactate	dehydrogenase	(LDH)	활성을	조사하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 배양세포

본	실험에	사용한	세포는	American	Type	Culture	Collec-

tion	 (ATCC)에서	분양한	신경교종세포(C6	glioma)를	사용

하였다.

2) 시약 제조

본	실험에	사용한	glucose	oxidase	 (GO)와	pyrogallol은	

Sigma사(St	Louis.	MO,	USA)에서	구입하였으며,	혈청이	들

어	있지	않은	minimum	essential	medium(MEM,	Gibco	Co.	

U.S.A.)으로	각각	10	mU/mL,	50	mU/mL,	100	mU/mL	및	

200	mU/mL	등의	stock	solution을	만들어	냉암소에	보관한	

다음	실험	당일	최종	농도로	희석한	후	본	실험에	사용하였

다.	XTT(2,3-bis-[2-methoxy-4-	nitro-5-sulfophenyl]-

2H-tetrazolium-5-caboxanilide,	 disodium	 salt,	 Sigma	

Co.	USA.)는	phosphate	buffered	saline	 (PBS)을	사용하여	

50	μg/mL의	저장액을	만들어	냉암소에	보관한	다음	필요한	

양을	직접	배양액에	넣어	사용하였다.
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2. 방법

1) 국화꽃 추출

국화꽃은	전남	함평군	수호리에	위치하고	있는	농장에서	

재배중인	국화(Chrysanthemum	morifolium	L.,	CM)꽃을	채

취하여	원광대학교	생명과학연구소에서	동정	확인하였다.	

국화꽃	34.8	g을	3배가량의	에탄올을	가하여	24시간	동안	4

회	반복하여	추출	냉각하였다.	추출이	완료된	후	여과된	액

을	모아	진공농축기에서	감압	농축시킨	후	3.2	g의	시료를	

얻었다.

2) 세포 배양

본	 실험에	 사용한	 C6	 glioma세포의	 배양은	 Leung	 등

(2007)의	방법에	따라	행하였다.	즉,	효소	해리술을	이용하

여	배양용기에	부착된	세포를	배양용기로	부터	분리하였다.	

분리된	세포는	10%	fetal	bovine	serum(FBS,	Sigma)이	함유

된	MEM	배양액에	부유시킨	다음	세포밀도가	1	x	105가	되

도록	산정하여	96-well	plate에	넣었다.	일정	수	만큼	배양

용기에	심어진	세포들은	96시간	동안	36℃,	5%	CO2/95%	O2

로	조절된	정온기	내에서	배양하였다.

3) GO의 처리

GO를	배양	중인	C6	glioma세포에	5	mU/mL에서	20	mU/

mL까지의	농도를	각각	처리한	후	5시간	동안	배양한	다음	

세포부착률로	이의	영향을	조사하였다.

4) 세포부착률(CAA) 분석

세포부착률은	Borenfreund	등(1988)의	방법에	따라	배양

중인	C6	glioma세포에	GO나	또는	국화꽃추출물을	농도별

로	처리한	세포에	실험	전에	만든	XTT	50	μg/mL를	well당	

100	μL씩	넣은	후	4시간	동안	배양하였다.	배양완료	후	물

질추출액을	넣고	상온에서	10분간	정치한	다음	450	nm로	

조절된	ELISA	 reader에서	흡광도를	측정하여	대조군과	비

교	조사하였다.

5) SOD-유사활성 측정

Superoxide	 dismutase	 (SOD)-유사활성의	측정은	Mar-

klund와	Marklund	(1974)의	방법에	따라	행하였다.	국화꽃

추출물의	에탄올시료에	Tris-HCl	완충액과	7.2	mM	pyro-

gallol을	넣은	후	10분	동안	반응시켰다.	반응이	완료된	후	

반응정지액을	넣어	반응을	정지시킨	다음	420	nm에서	흡광

도를	측정하였다.	이	때	양성대조군으로	vitamin	E를	사용

하였으며	SOD-유사활성	측정은	시료	첨가군과	시료	무첨

가군의	흡광도	차이에	의한	백분율로	표시하였다.

6) Lactate dehydrogenase (LDH) 활성 측정

GO나	국화꽃추출물을	배양	C6	glioma세포에	일정	시간	

동안	처리한	후	배양액을	250	xg에서	10분간	원침시킨	후	

50	μL의	상층액을	취하여	LDH	CytoTox	detection	kit(Asan	

Co.	Seoul	Korea)의	반응용액(0.05	U/mL)	50	μM를	넣어	실

온에서	30분간	반응시켰다.	반응완료	후	490	nm에서	ELISA	

reader로	흡광도를	측정하였다.

7) 국화꽃추출물 처리

GO에	대한	국화꽃추출물의	영향을	조사하기	위하여	배

양	C6	glioma세포에	GO를	처리하기	2시간	전에	국화꽃추

출물이	각각	130	μg/mL와	150	μg/mL로	포함된	배양액에서	

배양한	다음	이의	영향을	조사하였다.

3. 통계처리

실험	자료에	대한	유의성	검정은	Student’s	t-test로	하였으

며	자료의	유의성은	p-value가	0.05	미만인	경우로	하였다.	

결  과

1. 세포부착률(CAA)의 CAA90 값 측정

배양	 C6	 glioma세포에	 GO가	 미치는	 초기독성	 농도인	

CAA90	값을	측정하기	위하여	GO가	5,	15,	20	mU/mL의	농

도로	각각	포함된	배양액에서	C6	glioma세포를	5시간	동안	

처리한	후	이에	대한	영향을	대조군과	비교	조사하였다.	본	

실험에서	GO는	배양	세포에	처리한	농도에	상응하여	세포

부착율이	감소시켰으며,	이	때	세포에	독성을	나타내기	시

작하는	CAA90	농도는	각각	15	mU/mL의	처리에서	나타났다

(Table 1).	
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2. 세포부착률 (CAA)의 CAA50 값 측정

GO가	 배양	 C6	 glioma세포에	 미치는	 중간값(midcyto-

toxicity	 value,	 MCV)인	 CAA50을	 세포부착률에	 의하여	 측

정하기	위하여	GO가	40,	50,	60	mU/mL의	농도로	각각	포

함된	배양액에서	배양	세포를	처리한	후	이에	대한	영향을	

대조군과	비교	조사하였다.	본	실험에서	GO는	처리	농도

에	비례하여	세포부착율을	감소하였으며,	특히	50	mU/mL	

(p<0.01)와	60	mU/mL	(p<0.001)의	농도에서는	모두	대조

군에	비하여	유의하게	감소하였다.	이	때	세포에	독성을	나

타내기	시작하는	CAA50	농도는	50	mU/mL의	처리에서	나타

났다(Table 2).	

3. 국화꽃추출물이 GO의 산화적 손상에 미치는 영향

국화꽃추출물이	GO의	산화적	손상에	미치는	영향을	조

사하기	위하여	GO의	ACC50농도를	배양	C6	 glioma세포에	

처리하기	전에	130	μg/mL와	150	μg/mL의	국화꽃추출물이	

각각	포함된	배양액에서	2시간	동안	처리한	세포부착률을	

조사하였다.	그	결과	GO만의	처리에	있어서	세포부착률은	

대조군인	100%	(0.36±0.04)에	비하여	41.7%	(0.15±0.01)

로	나타났다.	반면,	130	μg/mL과	150	μg/mL의	국화꽃추출

물을	각각	처리한	경우	세포부착률이	75.0%	 (0.27±0.03)

(p<0.01)와	83.3%	(0.30±0.05)(p<0.001)로	GO만을	처리한	

경우에	비하여	모두	유의한	증가를	보였다(Table 3).	

4. LDH 활성 측정

GO에	대한	국화꽃추출물의	LDH	활성을	측정하기	위하

여	배양	C6	glioma	세포에	각각	120	μg/mL와	150	μg/mL

의	국화꽃추출물을	2	시간	동안	전처리한	후	LDH	활성을	

조사하였다.	GO만의	처리에서는	LDH	활성이	134.4%로	대

Table 1. The cell adhesion activity (CAA90) of glucose oxi-

dase (GO) on cultured C6 glioma cells

Treatment CAA90 assay (450 nm)

Concentration of GO

(mU/mL)
Mean±SD* (% of control)

Control 5.58±0.47 100

5 5.41±0.63 97.0

15 5.02±0.51 90.0

20 4.86±0.39 87.1

*The	data	indicate	the	mean±SD	for	triplicate	experiments.	

Table 2. The cell adhesion activity (CAA50) of glucose oxi-

dase (GO) on cultured C6 glioma cells

Treatment CAA50 assay (450 nm)

Concentration of GO

(mU/mL)
Mean±SD* (% of control)

Control 3.23±0.30 100

40 2.53±0.17 	78.3

50 1.64±0.18 		50.8�

60 1.29±0.11 		39.9∮

*The	data	indicate	the	mean±SD	for	triplicate	experiments.
�
and	 ∮are	 significantly	 different	 from	 the	 control	 at	 p<0.01	 and	

p<0.001,	respectively.	

Table 3. The protective effect of Chrysanthemum morifolium 

L. (CM) flower extract on cultured C6 glioma cells injured by 

glucose oxidase (GO)-induced cytotoxicity

Concentration CAA assay (450 nm)

CM flower extract (μg/mL) Mean±SD* (% of control)

Control 0.36±0.04 100

GO(CAA50) 0.15±0.01 41.7

130 0.27±0.03 		75.0�

150 0.30±0.05 		83.3∮

*The	data	indicate	the	mean±SD	for	triplicate	experiments.
�
and	 ∮are	 significantly	 different	 from	 the	 control	 at	 p<0.01	 and	

p<0.001,	respectively.	

Table 4. Lactate dehydrogenase (LDH) activity of Chrysan-

themum morifolium L. (CM) flower extract on GO-induced 

cytoxicity measured at a wavelength of 570 nm 

Concentration of  

CM flower extract 

(μg/mL)

Lactate dehydrogenase 

activity* (570 nm)

% of control

Control 100±7.8

GO	(CAA50) 134.4±14.1

120 97.9±9.2
�

150 71.3±8.6∮

*The	data	indicate	the	mean±SD	for	triplicate	experiments.
�
and	 ∮are	 significantly	 different	 from	 the	 control	 at	 p<0.01	 and	

p<0.001,	respectively.	
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조군에	비하여	매우	증가한	반면,	120	μg/mL과	150	μg/mL

의	 국화꽃추출물의	 처리에서는	 LDH	 활성이	 각각	 97.9%	

(p<0.01)와	71.3%	(p<0.001)로	GO만의	처리에	비하여	유의

하게	감소하였다(Table 4).	

5. SOD-유사활성 측정

국화꽃추출물이	 SOD-유사활성에	 미치는	 영향을	 측정

하기	위하여	국화꽃추출물의	시료	 100	μg/mL와	 130	μg/
mL를	각각	배양	C6	glioma	세포에	각각	2시간	동안	전처

리한	후	SOD	활성을	조사하였다.	100	μg/mL의	국화꽃추

출물	시료에서는	SOD-유사활성이	대조군에	비하여	43.5%

로	유의한	증가를	나타냈다(p<0.01).	또한	130	μg/mL의	처

리에서는	 45.5%로	대조군에	비하여	유의하게	증가하였다

(p<0.001).	특히,	100	μg/mL과	130	μg/mL의	처리에	있어

서	SOD-유사활성은	비교군인	25	μM	vitamin	E의	활성인	

25.0%	 (p<0.05)에	비하여	약	2배	정도의	활성을	나타냈다

(Table 5).	

고  찰

GO의	세포독성을	조사하기	위하여	GO가	5-60	mU/mL

로	각각	포함된	배양액에서	5시간	동안	배양한	결과	GO의	

처리농도에	비례하여	세포부착률(CAA)이	감소하였으며	특

히,	50	mU/mL	(p<0.01)와	60	mU/mL	(p<0.001)의	농도에

서는	대조군에	비하여	유의한	감소를	보였다.	또한	CAA90과	

CAA50	값은	각각	15	mU/mL와	50	mU/mL의	농도에서	나타

났다.	본	실험	결과는	Bak	등(2003)이	배양	혈관내피세포에

서	GO의	세포독성을	보고한	결과와	일치하였으며,	이	같은	

GO의	세포독성은	GO의	산화적	손상에	의한	세포내	소기

관의	손상이나	또는	지질과산화반응에	의한	세포막에	손상

을	줌으로서	세포손상을	초래하여	그	결과	세포부착률을	감

소시켰을	것으로	생각된다(Mosmann,	1983;	Borenfreund와	

Puerner,	1984).	이에	대한	또	하나의	가능성은	GO의	산화

적	손상이	세포내의	항산화효소의	활성을	저해시킴으로서

(Kim	등,	2002),	그	결과	세포손상이	초래되어	세포가	퇴화	

내지는	세포사멸사된	결과일	가능성도	배제	할	수는	없다.	

한편,	GO의	산화적	손상에	대한	국화꽃추출물의	영향을	

조사하기	위하여	배양	세포에	국화꽃추출물이	130	μg/mL

와	150	μg/mL로	포함된	배양액으로	전처리한	결과	GO만의	

처리인	41.7%에	비하여	세포부착률이	각각	75%	 (p<0.01)

와	83.3%	(p<0.001)로	나타나	모두	유의한	증가를	나타냈다

(Table 3).	본	실험에서	국화꽃추출물이	GO의	산화적	손상

에	대한	방어효과를	보인	것은	아마도	국화꽃추출물에	함유

된	폴리페놀이나	플라보노이드와	같은	성분들의	항산화능

으로	인하여	GO의	산화적	손상을	방어한	결과이거나(Lavid	

등,	2001;	Lee	등,	2009),	또는	국화꽃추출물이	GO에	의하여	

활성이	감소된	세포내	항산화효소의	활성을	증가시킨	결과

일	것으로	생각된다(Lee	등,	2008).	한편,	GO의	산화적	손

상에	대한	국화꽃추출물의	영향을	막의	지질과산화	측면에

서	알아보기	위하여	LDH	활성을	조사하였다.	그	결과	국화

꽃추출물이	120	μg/mL와	150	μg/mL로	포함된	배양액으로	

배양	세포를	전처리한	결과	GO만의	처리인	134.4%에	비

하여	LDH	활성이	각각	97.9%	(p<0.01)와	71.3%	(p<0.001)

로	나타나	모두	유의한	감소를	나타냈다(Table 3).	본	실

험	결과는	국화꽃추출물이	GO에	대한	항산화	효과를	가지

고	있다는	것을	증명하고	있으며(Woo	등,	2009),	이는	국

화꽃추출물이	GO의	산화적	손상에	의한	막의	지질과산화

(Yamamoto	등,	1983)를	방어함으로서	LDH	활성을	감소시

켰을	것으로	생각된다.	따라서	본	실험에서는	국화꽃추출물

에	대한	항산화	효과를	알아보기	위하여	SOD-유사활성을	

조사하였다.	본	실험에서	100	μg/mL와	130	μg/mL의	국화

꽃시료의	처리에서	SOD-유사활성은	대조군에	비하여	각

Table 5. Superoxide dismutase (SOD)-like activity of Chry-

santhemum morifolium L. (CM)   flower extract GO-induced 

cytotoxicity measured at a wavelength of 420 nm

Concentration of CM flower 

extract (μg/mL)

SOD-like activity* (420 nm)

% of control

25	μM	vitamin	E 25.0±2.13�

100 	43.5±3.75
�

130 	45.5±4.10∮

	*The	data	 indicate	the	mean±SD	for	triplicate	experiments.	� and	
� are	significantly	different	 from	 the	control	at	p<0.05	and	p<0.01,	

respectively.
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각	43.5%와	45.5%로	나타나	이는	모두	유의한	활성증가를	

나타냈다(p<0.01).	특히,	비교군으로	사용된	vitamin	E는	25	

μM에서	25%	(p<0.05)의	SOD-유사활성을	보임으로서	본	

실험에서	분석한	국화꽃시료활성의	절반	정도의	활성을	보

였다(Table 5).	위의	결과는	국화꽃추출물이	SOD-유사활

성을	나타냄으로서	항산화	효과를	가지고	있음을	증명하고	

있다.	

본	실험	결과로	부터	국화꽃추출물이	GO의	산화적	손상

을	효과적으로	방어함으로서	항산화	효과가	있음을	말해주

고	있다(Krizkova	등,	2000;	Han,	2003).	그러나	GO와	같은	

활성산소의	산화적	손상에	대한	세포독성이나	천연추출물

의	성분에	대한	약리활성에	대한	기전규명은	세포내	전자전

달계를	비롯한	세포수용체	및	항산화계와	같은	측면에서	더	

많은	연구가	되어져야	할	필요성이	있다고	생각한다.
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