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ABSTRACT : The study was conducted to investigate candidate materials as anti-inflammation agent from plant resources.

Activities of 33 plant parts extracts with the final concentration of 5㎍/㎖ were evaluated on the several inflammation-

related markers such as the release of proinflammatoty cytokine [tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) & interleukin-6 (IL-

6)], nitric oxide (NO), the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2) and inhibitor of

nuclear factor kappa-B alpha (Iκ-Bα) in lipopolysaccharide (LPS)-treated RAW 264.7 cells. The extracts in the final concen-

tration of 10㎍/㎖ were also screened on peroxynitrite (ONOO−) scavenging activity. Eleven extracts selected from the

screening assay were verified on the inhibition activity on peroxynitrite and total reactive species oxygen (ROS) in the sev-

eral concentrations. As results, Alpinia officinarum Hance (rhizome), Inula britannica var. chinensis Regel (flower), Ulmus

arvifolia Jacq (trunk peel) and Aster scaber Thunb. (aerial part) showed comparatively potent anti-inflammatory activities

in vitro cells or chemical level systems, and then these four plant parts should be studied on the antiinflammatory mecha-

nism by further studies.
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서 언

근래에 이르러 건강과 장수에 대한 관심증가로 인해 소비자

들의 건강기능성 소재나 제품에 대한 수요 많아지고 있으며,

이는 건강기능성품 시장의 규모 확대 등으로 이어지고 있어

연구자 및 산업계에서는 천연자원으로부터 새로운 기능성 소

재를 발굴하려는 연구가 활발하다. 연구가 이루어지고 있는 기

능성분야도 매우 다양화되고 있는 추세인데, 그 중 염증으로

인하여 생길 수 있는 질병을 파악하고 이를 예방하거나 치료

하는 데 목적을 둔 항염증효능 소재 발굴 연구도 한 부분을

차지하고 있다. 

염증은 생체 혹은 조직에 물리적 자극이나 화학적 물질, 세

균감염 등의 기질적 변화를 가져오는 침습이 가해질 때 그 손

상부위를 수복재생하려는 복구기전으로서 자극이 가해지면 국

소적으로 염증성 성분이 증가되면서 염증이 유발 (Jeoung et

al., 2009)되며, 염증반응이 만성화되면 류마티스 관절염, 동맥

경화증, 위염, 천식 등의 염증성질환을 유발할 수 있다

(Kaplanski et al., 2003). 

이러한 염증반응에는 cytokines, prostagrandin E2 (PGE2),

lysosomal enzyme, free radicals 등 다양한 매개물질이 관여

하고 있는 데 특히, 대식세포에서 cytokines, tumor necrosis

factor-α (TNF-α), lipopolysaccharide (LPS)와 같은 자극에

의해 염증반응의 전사인자인 nuclear factor-κB (NF-κB)를 활

성화시키며 그 결과 inducible nitric oxide synthase (iNOS),

cyclooxygenase-2 (COX-2)를 발현시켜 과량의 nitric oxide

(NO)와 PGE2를 생성하여 염증을 일으킨다 (Lee et al.,

2007; Nishida et al., 2007).

본 연구에서는 약용작물로 빈번하게 활용되거나 약용으로

이용될 수 있는 식물자원들 중에서 문헌 및 특허검색을 통해

연구 및 실용화가 미흡한 것들을 선발하여 항염증활성에 대한

활성을 평가하므로서 향후 염증과 관련된 질환의 예방 및 치

료제로의 활용 가능성을 알아보고자 하였는 바, 이를 위해 약
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용식물 추출물들이 lipopolysaccharide (LPS)로 처리한 RAW

264.7 cell에서 proinflammatory cytokine인 TNF-α, interleukin-

6 (IL-6)의 생성 그리고 iNOS, COX-2, inhibitor of nuclear

factor kappa-B alpha (Iκ-Bα)의 발현에 미치는 영향과

peroxynitrite 생성에 대한 저해활성 등을 살펴보았다.

재료 및 방법

1. 실험재료 및 추출물 조제

실험에 사용된 Agastache rugosa O. Kuntz (aerial part)

등 33점의 식물추출물은 농촌진흥청 식물자원추출물은행

(PJ007083201003 & PJ007437201003)에서 분양받아 사용하

였다 (Table 1).

2. 시약 및 기기

3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromide

(MTT), lipopolysacharide (LPS), 2',7'-dichlorofluorescine

diacetate (DCFDA), 3-morpholinosyndnonimine hydrochloride

(SIN-1) 및 tannic acid는 Sigma Co. (USA) 제품을 사용하

였고 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 및

10% fetal bovine serum (10% FBS)는 Invitrogen (USA)의

제품을 사용하였다. Enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) kit는 eBioscience (San Diego, LA USA)의 것을,

Iκ-Bα, iNOS, COX-2에 대한 특이항체는 horseradish

peroxidase (HRP) attached secondary antibody는 Cell

Signaling Technology (USA)의 것을 사용하였다. 또한, Griess

reagent system과 Cell Titer 96®AQueous One Solution Assay

는 Promega (USA)의 것을 사용하였고 그 외의 분석시약은

특급을 사용하였다. 실험에 사용된 기기로서 peroxynitrite 소

거능과 total reactive oxygen species (ROS) 분석은

fluorescence microplate reader (Synergy HT, BIO-TEK,

USA)를 이용하였고, NO 생성저해능, 세포증식능 및 cytokine

Table 1. The conditions of extraction from the plant parts.

Sample 
No.

Scientific name  Used part
Extract

condition†

Sample 
No.

Scientific name  Used part
Extract

condition 

1 Agastache rugosa O. Kuntz (2001) whole plant 3 18 Gossyium nanking Meyen seed 2

2 Agastache rugosa O. Kuntz (2004) whole plant 2 19 Rumex acetosa L. aerial part 2

3 Rosa laevigata Michx fruit 3 20 Rumex acetosa L. root 2

4 Alpinia officinarum Hance rhizome 3 21 Rumex acetocella L. whole plant 2

5 Citrus unshiu Markovich fruit peel 3 22
Lysimachia vulgaris var. davurica 
(LED.) R. Knuth.

aerial part 2

6 Inula britannica var. chinensis Regel flower 1 23
Lithospermum erythrorhizon 
Siebold & Zucc.

aerial part 2

7 Crataegus pinnatifida Bunge fruit 1 24
Lithospermum erythrorhizon 
Siebold & Zucc.

root 2

8 Viola mandshurica W. Becker aerial part 1 25 Aster scaber Thunb. aerial part 2

9
Agrimonia pilosa L. var. japonica 
Nakai

stem 1 26 Polygala tenuifolia Willdenow root 1

10
Agrimonia pilosa L. var. japonica 
Nakai

leaf 1 27
Valeriana officinalis var. latifolia 
Miq.

root 2

11 Cedrela sinensis A. Juss leaf 1 28 Quercus acutissima Carruth. trunk peel 2

12 Torilis japonica D. C. fruit 1 29
Geranium thunbergii Siebold & 
Zucc.

aerial part 2

13 Ulmus arvifolia Jacq. trunk peel 4 30
Geranium thunbergii Siebold & 
Zucc.

root 2

14 Gastrodia elata Blume root 1 31 Elsholtzia ciliata (Thunb.) Hyl. whole plant 2

15 Ligusticum chuanxiong Hort. root 1 32
Schizonepeta tenuifolia (Benth.) 
Briq.

whole plant 2

16 Ulmus arvifolia Jacq. root peel 4 33
Chamaecrista nomame (Siebold) 
H.Ohashi

whole plant 2

17 Elsholtzia splendens Nakai whole plant 2

†Extract condition 1 means that sample was extracted in refluxing apparatus with methanol at 74℃; condition 2 means that sample was extracted
in accelerated solvent extractor (ASE300, DIONEX, USA) with methanol at 50℃; condition 3 means that sample was extracted in refluxing
apparatus with 70% methanol at 74℃; condition 4 means that sample was extracted in refluxing apparatus with 80% ethanol at 85℃. The
solvents in the samples was evaporated in vacuum condition. All of the extracts were stored in −27℃ before using.



약용식물자원 추출물의 항염증활성

219

분비량측정은 분광광도계 겸용 효소면역분석기 (SpectraMaxm2,

Molecular Device, USA)로 분석하였으며, western blot의 결

과는 실시간화학 발광 및 형광영상장치 (Chemi-smart 2100,

Vilber Lourmat, Italy)를 사용하여 측정하였다.

3. 실험물질의 제조 

항염증인자에 대한 식물추출물의 활성을 분석하기 위한 1차

검색 실험에는 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 각 식물자원

추출물을 5㎎/㎖의 농도로 용해하여 stock solution을 만든

후 반응계 중 시료의 최종농도가 5㎍/㎖이 되도록 가하였으

며 선발된 11개의 식물추출물은 여러 농도로 조제한 후

peroxynitrite 및 ROS 소거능 분석을 위한 추가실험에 사용하

였다.

4. 세포주 및 세포배양

항염증효과 분석에는 대식세포주인 murine mouse

macrophage cell line인 RAW 264.7 세포를 한국세포주은행으

로 부터 분양받아 사용하였다. 세포배양은 DMEM에 10%

FBS, 100 U/㎖ penicillin, 그리고 100㎎/㎖ streptomycin을

첨가한 것을 사용하였으며, 배양기를 이용하여 37℃와 5%

CO2를 유지하였고 시험과정의 모든 세포는 70~80%의

confluence에서 실험하였고, 10 passages 이하의 세포만을 사

용하였다. 

5. Cell proliferation 분석

식물자원 추출물의 cell proliferation에 대한 영향 분석을 위

해 RAW 264.7 세포를 96-well plate에 3 × 104/well이 되도

록 분주하고 16시간 배양하였다. 각 시험물질을 최종농도

5㎍/㎖가 되게 처리하여 24시간 동안 배양한 후 Cell Titer

96®AQueous One Solution Assay를 이용하여 세포독성을 측정

하였다.

 

6. NO 생성 저해효과 

식물자원 추출물의 NO 생성 저해정도의 분석은 Lee et al.

(2007)의 방법에 따라 RAW264.7 세포를 48-well plate에

5 × 105/well이 되도록 분주하고 16시간 배양하였다. 각 시험물

질의 최종농도가 5㎍/㎖이 되게 가하고 100 ng/㎖ 농도의

LPS로 동시 처리 또는 LPS를 단독 처리하여 18시간 배양하

였다. 배양 후, 세포상층액을 얻어, 세포상층액 중으로 분비한

nitrite양을 Griess reagent system을 이용하여 측정하였다. 

7. TNF-α 및 IL-6 의 측정

RAW 264.7 세포를 48-well plate에 5 × 105/well이 되도록

분주하고 16시간 배양하고 각 시험물질 (5㎍/㎖)과 100 ng/㎖

농도의 LPS 로 동시 처리 또는 LPS를 단독 처리하여 4시간

(TNF-α) 혹은 24시간 (IL-6) 배양하였다. 배양 후 상층액을

얻어, 세포 상층액 중으로 분비한 TNF-α와 IL-6를 enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) kit를 처리한 후 분광

광도계 겸용 효소면역분석기로 분석하였으며 그 결과는 LPS

처리군 (염증 유발군)의 결과에 대한 시료처리에 의해 나타나

는 수치를 저해율 (%)로 환산하여 LPS 처리군에 비교한 각

시험물질의 효과를 나타내었다. 

8. Iκ-Bα, iNOS 및 COX-2 단백질 발현양 측정

RAW 264.7 세포를 6-well plate에 2 × 106/well이 되도록

분주하여 16시간 배양하고 Iκ-Bα의 분해정도를 관찰하기 위

해서는 각 시험물질 5㎍/㎖을 첨가하여 2시간 전배양한 후,

LPS를 100 ng/㎖의 농도로 처리하여 20분간 배양하였다.

iNOS 및 COX-2의 발현정도를 관찰하기 위해서는 LPS (100

ng/㎖)와 각 시험물질을 (5㎍/㎖)을 동시에 처리한 후 18시간

배양하였다. 배양 후 세포는 냉각 PBS로 씻은 후, 세포를

100㎖의 세포 용해액 (200 mM Tris-HCl, pH 7.5, 125 mM

NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM MgCl2, 25 mM b-

glycerophosphate, 50 mM NaF, 100 mM Na3VO4, 1 mM

PMSF, 10㎎/mL leupeptin, 10㎎/㎖ aprotinin)에 넣어, 4℃

에서 20분간 방치한 후 원심분리하여 단백질을 얻었다. 얻어

진 단백질은 7% (iNOS)와 10% (Iκ-Bα, COX-2) SDS-아크

릴아마이드 겔 상에서 전기영동한 후, nitrocellulose

membrane으로 옮겼다. 항체의 비특이적 결합을 억제시키기 위

해 membrane을 5% 탈지 분유액이 포함된 TBST (50 mM

Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20)로 1시간

실온에서 배양하였다. 그 후, Iκ-Bα, iNOS와 COX-2의

specific antibody를 이용하여 4℃에서 밤새 반응시켰다. iNOS

와 COX-2 발현 양은 horseradish peroxidase (HRP)가 붙어

있는 secondary antibody로 실온에서 2시간 반응하고

chemiluminescence reagents (Amersham Biosciences, Piscataway,

NJ, USA)를 처리한 후 실시간화학 발광 및 형광영상장치

(Chemi-smart 2100, Vilber Lourmat, Italy)를 사용하여 이미

지를 분석하였다. 

9. Peroxynitrite 소거능 분석

96-well microplate에 추출물이 최종농도가 10㎍/㎖이 되게

가하고, 90 mM NaCl, 5 mM KCl 및 100 mM diethylene-

triaminepenta acetic acid와 10 mM dihydrorhodamine 123을

함유하는 sodium phosphate 완충액 (pH 7.4)를 가하였다. 그

리고 50 mM의 3-morpholinosydnonimine hydrochloride (SIN-

1)를 처리한 후 fluorescence microplate reader (Synergy HT,

BIO-TEK, USA)로 excitation 500㎚ 및 emission 536㎚에

서 측정하여 peroxynitrite의 제거능을 측정하였으며 결과는

SIN-1을 처리한 대조군의 결과에 대한 시료처리에 의해 나타
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나는 수치를 저해율 (%)로 환산하여 나타내었다. 또한, 1차 선

발한 11개의 추출물에 대해서 1.25, 2.5, 5.0 및 10.0㎍/㎖의

농도에서 peroxynitrite 소거능을 추가로 분석하였다 (Kooy et

al., 1994 ).

10. Total reactive oxygen species (ROS) 소거능 분석

선발된 11개의 시료에 대해 LeBel 등 (1992)의 방법에 따

라 다음과 같이 total ROS 소거능을 측정하였다. 먼저 99.9%

의 에탄올에 용해한 12.5 mM DCFDA와 3차 증류수에 용해

한 600 U/㎖ esterase를 −20℃에 stock solution으로 보관하면

서 실험 시 DCFDA와 esterase를 혼합하여 조제된 2',7'-

dichlorodihydrofluorescein (DCFH) 용액 (최종농도 0.125

mM DCFDA, 6 U/㎖ esterase) 2㎕를 취해 SIN-1 용액 (최

종농도 50 mM) 190㎕ 및 시료 10㎕ (최종농도 12.5, 25,

50, 100㎍/㎖)를 함께 가하여 5분간 상온의 암소에서 교반한

후 interval time 5분, running time 30분으로 수차례

fluorescence (excitation wavelength 485㎚/emission wavelength

530㎚)를 측정하여 분당 ROS 발생량을 계산하여 IC50으로

나타내었다.

Table 2. Cytotoxicity and inhibition of LPS-induced nitrite release in RAW264.7 cells by the 33 medical plant parts and scavenging activity
on peroxynitrite. 

Sample 
No.

Scientific name  Used part Proliferation (%)
Inhibition rate

NO production (%) Peroxynitrite (%)

1 Agastache rugosa O. Kuntz (2001) whole plant 107.1±6.1 24.2±3.8*** 659.0±7.7***†

2 Agastache rugosa O. Kuntz (2004) whole plant 108.6±0.7 22.2±3.3*** 671.9±0.4***

3 Rosa laevigata Michx fruit 698.5±5.8 25.8±2.5*** 662.4±0.9***

4 Alpinia officinarum Hance rhizome 100.6±2.1 34.5±4.5*** 683.7±0.8***

5 Citrus unshiu Markovich fruit peel 100.5±2.9 24.4±4.2*** 631.1±1.0***

6 Inula britannica var. chinensis Regel flower 100.1±4.0 45.3±4.1*** 670.0±0.7***

7 Crataegus pinnatifida Bunge fruit 106.7±3.4 20.9±5.5*** 645.8±0.9***

8 Viola mandshurica W. Becker aerial part 699.8±2.4 19.2±3.2** 644.0±1.0***

9 Agrimonia pilosa L. var. japonica Nakai stem 698.7±3.1 23.0±4.4*** 693.2±0.3***

10 Agrimonia pilosa L. var. japonica Nakai leaf 101.3±3.0 38.8±1.6*** 693.4±0.2***

11 Cedrela sinensis A. Juss leaf 698.5±4.0 22.0±2.6*** 693.5±0.8***

12 Torilis japonica D. C. fruit 699.6±4.4 20.9±2.0*** 641.9±2.2***

13 Ulmus arvifolia Jacq. trunk peel 102.5±5.5 18.3±1.9*** 692.1±0.6***

14 Gastrodia elata Blume root 103.1±5.2 19.5±3.7*** 664.9±2.9

15 Ligusticum chuanxiong Hort. root 696.9±4.4 69.1±3.0 50.43±1.8***

16 Ulmus arvifolia Jacq. root peel 697.0±5.6 18.9±3.7 695.5±0.5***

17 Elsholtzia splendens Nakai whole plant 694.3±1.9 11.3±1.4 655.2±1.8***

18 Gossyium nanking Meyen seed 693.4±6.3 25.0±3.5*** 679.1±1.5***

19 Rumex acetosa L. aerial part 695.3±5.0 18.0±4.6 662.6±2.6

20 Rumex acetosa L. root 698.3±4.4 18.8±1.8 697.0±0.7***

21 Rumex acetocella L. whole plant 100.3±4.9 18.8±1.5 692.4±2.1***

22 Lysimachia vulgaris var. davurica (LED.) R. Knuth. aerial part 101.3±5.2 24.6±5.5*** 688.5±0.4***

23 Lithospermum erythrorhizon Siebold & Zucc. aerial part 695.5±5.2 12.4±4.0 623.8±3.2***

24 Lithospermum erythrorhizon Siebold & Zucc. root 699.1±2.0 28.5±0.9*** 667.5±2.2***

25 Aster scaber Thunb. aerial part 101.8±22.8 26.5±2.8** 691.8±0.4***

26 Polygala tenuifolia Willdenow root 100.4±2.1 62.2±5.9 683.0±2.1***

27 Valeriana officinalis var. latifolia Miq. root 100.9±5.6 64.4±2.7 683.1±3.8***

28 Quercus acutissima Carruth. trunk peel 699.1±2.7 66.0±1.1 699.2±0.4***

29 Geranium thunbergii Siebold & Zucc. aerial part 697.3±4.3 −0.3±2.1 683.4±0.4***

30 Geranium thunbergii Siebold & Zucc. root 695.7±4.0 61.3±2.0 664.5±0.5***

31 Elsholtzia ciliata (Thunb.) Hyl. whole plant 699.2±2.0 62.9±1.1 678.3±0.5***

32 Schizonepeta tenuifolia (Benth.) Briq. whole plant 101.7±4.2 60.4±2.9 687.0±0.6***

33 Chamaecrista nomame (Siebold) H.Ohashi whole plant 698.5±4.2 60.8±4.6 679.8±0.5***

 trolox   

†Symbol indicate significance in OD value. Significantly different from LPS treated cells; *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001.
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11. 통계분석

Cell proliferation, NO 생성에 대한 저해능, TNF-α 및 IL-

6 분비량 측정결과는 LPS 처리군 (염증유발군)의 결과에 대한

각 시험물질의 효과를 백분율로 나타내었으며, 각 결과는

means±SD로 나타 내었고 자료의 유의성은 GraphPad Prism

4.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,

USA)를 이용하여 ANOVA-test를 통해 검정하였다. 또한, Iκ-

Bα, iNOS 및 COX-2 단백질 발현양의 분석결과는 LPS 처리

군 (염증유발군)의 결과를 1 fold로 환산하여 LPS 처리군에

비교한 각 시험물질의 효과를 fold로 나타낸 후 백분율로서 나

타내었다.

Table 3. Inhibition of TNF-α, IL-6 release and degradation of Iκ-Bα, expression of iNOS and COX-2 in RAW 264.7 cells by the plant part

extracts. 

  
Sample 

No.
Scientific name Used part

Inhibition rate (%) Fold intensity to control (%)

TNF-α release IL-6 release
Iκ-Bα 

expression 
iNOS 

expression
COX-2 

expression

1 Agastache rugosa O. Kuntz (2001) whole plant 6−0.8±0.8 635.1±8.5***† 618.51‡ 107.9¶ 112.0¶ 

2 Agastache rugosa O. Kuntz (2004) whole plant 664.5±4.1 623.3±8.6 624.42 106.6 108.4 

3 Rosa laevigata Michx fruit 6−1.1±1.7 623.6±2.8 616.20 697.4 689.2 

4 Alpinia officinarum Hance rhizome 6−5.6±4.1 636.8±6.7*** 634.19 113.2 141.0 

5 Citrus unshiu Markovich fruit peel 665.0±8.5 621.9±7.5 653.73 110.5 125.3 

6 Inula britannica var. chinensis Regel flower 6−1.2±5.2 637.8±5.0*** 625.71 101.3 141.0 

7 Crataegus pinnatifida Bunge fruit 665.5±3.1 619.0±8.6 619.54 165.8 163.9 

8 Viola mandshurica W. Becker aerial part 668.2±4.4 633.8±12.7*** 6−4.49 681.1 118.1 

9 Agrimonia pilosa L. var. japonica Nakai stem 615.9±4.6 628.0±6.9 6−1.25 687.8 128.9 

10 Agrimonia pilosa L. var. japonica Nakai leaf 621.7±1.7** 622.2±7.5 6−4.99 685.1 133.7 

11 Cedrela sinensis A. Juss leaf 667.5±3.0 610.2±3.3 6−2.74 656.8 110.8 

12 Torilis japonica D. C. fruit 616.2±1.8 628.6±15.4*
−10.47 662.2 150.6 

13 Ulmus arvifolia Jacq. trunk peel 612.8±6.9 666.2±17.8 662.79 647.3 144.6 

14 Gastrodia elata Blume root 6−2.5±8.3 628.0±13.0* 6−2.00 629.7 157.8 

15 Ligusticum chuanxiong Hort. root 616.3±3.5 630.5±5.5 660.18 677.9 104.4 

16 Ulmus arvifolia Jacq. root peel 669.7±8.1 666.3±2.9 661.75 692.2 117.8 

17 Elsholtzia splendens Nakai whole plant 667.2±0.6 6−8.2±8.7 662.63 692.2 118.9 

18 Gossyium nanking Meyen seed 627.9±3.4*** 633.9±6.1 661.75 696.1 110.0 

19 Rumex acetosa L. aerial part 617.3±2.4 626.4±13.9 662.46 677.9 118.9 

20 Rumex acetosa L. root 610.7±1.2 669.8±14.8 664.21 688.3 131.1 

21 Rumex acetocella L. whole plant 612.9±10.7 621.9±6.8 663.68 681.8 125.6 

22
Lysimachia vulgaris var. davurica 
(LED.) R. Knuth.

aerial part 642.5±50.3 622.0±7.6 665.25 125.0 141.8 

23
Lithospermum erythrorhizon 
Siebold & Zucc.

aerial part 6−1.2±4.6 621.1±5.7 662.79 155.6 129.7 

24
Lithospermum erythrorhizon 
Siebold & Zucc.

root 612.6±3.2 626.1±6.5 661.48 127.8 689.0 

25 Aster scaber Thunb. aerial part 611.6±0.9 633.0±5.7 662.30 131.9 691.2 

26 Polygala tenuifolia Willdenow root 6−0.1±4.8 6−2.9±11.2 662.22 305.6 289.0 

27 Valeriana officinalis var. latifolia Miq. root 6−6.2±6.5 667.8±17.0 6−4.07 248.6 239.6 

28 Quercus acutissima Carruth. trunk peel 6−2.0±3.9 664.6±18.3 6−1.11 313.9 318.7 

29 Geranium thunbergii Siebold & Zucc. aerial part 6−5.4±4.4 −10.8±13.0 660.37 381.9 354.9 

30 Geranium thunbergii Siebold & Zucc. root −13.5±2.4 −37.0±10.3 660.00 595.8 323.1 

31 Elsholtzia ciliata (Thunb.) Hyl. whole plant −10.7±2.2 6−3.3±4.7 662.96 412.5 437.4 

32 Schizonepeta tenuifolia (Benth.) Briq. whole plant 661.4±0.1 6−3.4±4.6 660.37 518.1 419.8 

33 Chamaecrista nomame (Siebold) H.Ohashiwhole plant 663.4±0.7 622.7±16.5 660.61 677.6 696.8 
†Symbol indicate significance in OD value. Significantly different from LPS treated cells; *p < 0.05, *p < 0.01, and ***p < 0.001. 
‡Data indicate the amount of the protein compared with the quantity of DMSO treatment alone
¶ Data indicate the amount of the protein compared with the quantity of LPS treatment alone
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결과 및 고찰

1. Cell proliferation

식물자원 추출물의 생쥐 대식세포 RAW264.7에 대한 cell

viability는 모든 시료에서 90% 이상의 높은 수치를 나타내었

는데 특히, 2004년 채취된 Agastache rugosa O. Kuntz의 전

초와 Crataegus pinnatifida Bunge의 열매는 각각 108.6 ±

0.7% 및 106.7 ± 3.4%의 비교적 높은 수치를 나타내었다

(Table 2). 

2. NO 생성 저해효과

실험된 33점의 식물 중에서 14개의 시료가 20% 이상의

NO 생성저해능을 나타내었고 그 외의 시료는 19.5 ± 3.7% 이

하의 저해능을 나타내었다. 특히, Inula britannica var.

chinensis Regel의 꽃, Agrimonia pilosa L. var. japonica

Nakai의 잎, Alpinia officinarum Hance의 근경은 5㎍/㎖의

비교적 낮은 농도에서도 각각 45.3 ± 4.1%, 38.8 ± 1.6%,

34.5 ± 4.5%를 나타내 이들 시료는 NO의 생성을 비교적 효과

적으로 저해하는 것을 알 수 있었다 (Table 2). Nitric oxide

는 감염부위에서 면역활성화된 대식세포에 의해 생성되는 것

으로서 다양한 조직에서 신경전달, 혈관확장 및 면역조절에서

중요한 역할을 담당 (Soe et al., 2009) 하고 있어 이와 같이

높은 NO 생성저해활성을 나타내는 추출물들은 감염반응과 질

환의 치료 및 예방을 위한 소재로의 활용가능성을 제시하는

결과라고 사료된다. 

3. Peroxynitrite 소거능

식물자원 추출물의 peroxynitrite에 대한 소거능을 분석한 결

과, 10㎍/㎖의 비교적 낮은 농도에서 Quercus acutissima

Carruth.의 수피 (99.2 ± 0.4%), Rumex acetosa L.의 뿌리

(97.0 ± 0.7%)와 Ulmus arvifolia Jacq의 근피 (95.5 ± 0.5%)와

수피 (92.1 ± 0.6%), Cedrela sinensis A. Juss의 잎 (93.5 ±

Fig. 1. Inhibitory effects of 33 medicinal plant extracts on expression of Iκ-Bα in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were treated
with 5 ㎍/㎖ of medicinal plant extracts in the presence or absence of 100 ng/㎖ LPS for 20 min. The 30㎎ of protein obtained
from each cell lysates was resolved on 10% SDS–PAGE. The expression of Iκ-Bα was measured by densitometry.
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0.8%), Agrimonia pilosa L. var. japonica Nakai의 잎

(93.4 ± 0.2%)과 줄기 (93.2 ± 0.3%), Rumex acetocella L.의

전초 (92.4 ± 2.1%) 및 Aster scaber Thunb.의 지상부

(91.8 ± 0.4%) 등 9개의 시료가 90% 이상의 우수한 활성을

나타내었다 (Table 2). 특히, 11개의 우수한 활성을 보인 시료

에 대해 1.25~10㎍/㎖의 농도에서의 peroxynitrite 소거능을

살펴본 결과, Aster scaber Thunb.의 지상부가 가장 효과적인

활성을 나타내는 것을 알 수 있었다 (Fig. 4).

4. TNF-α 및 IL-6 분비 저해능

약용식물 추출물의 처리가 마우스 대식세포에서 LPS 처리

에 의한 염증반응으로 유도된 TNF-α의 분비에 미치는 영향을

살펴본 결과, Gossyium nanking Meyen의 종자, Agrimonia

pilosa L. var. japonica Nakai의 잎이 각각 27.9 ± 3.4% 및

21.7 ± 1.7%로 효과적으로 염증반응으로 유도되는 TNF-α의 분

비를 억제함을 관찰할 수 있었다 (Table 3). 또한, IL-6의 분

비에 미치는 영향은 Inula britannica var. chinensis Regel의

꽃 (37.8 ± 5.0%), Alpinia officinarum Hance의 근경 (36.8 ±

6.7%), Gossyium nanking Meyen의 종자(33.9 ± 6.1%), Viola

mandshurica W. Beker의 지상부 (33.8 ± 12.7%), Aster scaber

Thunb.의 지상부 (33.0 ± 5.7%), Ligusticum chuanxiong Hort.

의 뿌리 (30.5 ± 5.5%) 등 6개의 시료가 30% 이상의 저해활

성을 나타내 염증반응으로 유도되는 IL-6의 분비를 억제함을

관찰할 수 있었다 (Table 3). 

5. Iκ-Bα, iNOS 및 COX-2 단백질 발현에 미치는 영향 

약용식물 추출물의 처리가 마우스 대식세포에서 LPS처리에

의한 염증반응으로 유도된 Iκ-Bα의 분해에 미치는 33가지 약

용식물 추출물의 영향을 조사한 결과, Alpinia officinarum

Hance의 근경과 Citrus unshiu Markovich의 과피가 각각

34.9% 및 53.7%로 Iκ-Bα의 분해를 억제하는 것을 관찰할 수

있었다 (Table 3, Fig 1). 그리고, iNOS발현에 대해서는

Cedrela sinensis A. Juss의 잎, Ulmus arvifolia Jacq의 수피,

Gastrodia elata Blume의 뿌리가 대조에 비해 각각 56.8%,

47.3% 및 29.7%의 발현을 나타내 염증반응으로 유도되는

iNOS의 발현을 효과적으로 억제하였다 (Table 3, Fig. 2). 또

한, 마우스 대식세포에 LPS를 처리하여 유도되는 COX-2의

발현에 미치는 33가지 약용식물 추출물의 영향을 조사한 결

Fig. 2. Inhibitory effects of 33 medicinal plant extracts on expression of iNOS in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were treated
with 5 ㎍/㎖ of medicinal plant extracts in the presence or absence of 100 ng/㎖ LPS for 18 hr. The 30㎎ of protein obtained
from each cell lysates was resolved on 8% SDS–PAGE. The expression of iNOS was measured by densitometry.
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과, Lithospermum erythrorhizon Siebold et Zucc의 뿌리,

Aster scaber Thunb.의 지상부가 대조의 발현량에 비하여 각

각 89.0% 및 91.2% 발현되어 실험에 사용된 식물추출물 중

에서는 비교적 낮은 발현을 나타내었으나 대부분의 추출물들

이 염증반응으로 유도되는 COX-2의 발현에 대해 억제효과를

나타내지 못하였다 (Table 3, Fig. 3).

6. Total reactive oxygen species (ROS) 소거능

33점의 식물추출물 중에서 선발된 11점의 시료에 대해서 활

성산소원으로 SIN-1이 사용된 반응계에서의 total ROS에 대

한 소거활성을 살펴본 결과, Table 4에 나타낸 바와 같이 대

부분의 시료들의 IC50가 대조물질인 trolox의 IC50 (4.60 ± 0.11

㎍/㎖)보다는 높았으나 대체적으로 우수한 소거활성을 나타내

었으며 특히, Alpinia officinarum Hance의 근경은 8.55 ±

0.01㎍/㎖의 IC50을 나타냄으로써 11개의 시료 중에서 가장

좋은 활성을 보였다 (Table 4). 

염증반응은 우리 몸의 감염 또는 조직의 손상을 통해 일어

Fig. 3. Inhibitory effects of 33 medicinal plant extracts on expression of COX-2 in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were treated
with 5 ㎍/㎖ of medicinal plant extracts in the presence or absence of 100 ng/㎖ LPS for 18 hr. The 30㎎ of protein obtained
from each cell lysates was resolved on 8% SDS–PAGE. The expression of COX-2 was measured by densitometry.

Fig. 4. Scavenging activity on peroxynitrite of the selected 11
plant part extracts. [No.4, Alpinia officinarum Hance
(rhizome); No.5, Citrus unshiu Markovich (fruit peel);
No.6, Inula britannica var. chinensis Regel (flower); No.9,
Agrimonia pilosa L. var. japonica Nakai (stem); No.10,
Agrimonia pilosa L. var. japonica Nakai (leaf); No.13,
Ulmus arvifolia Jacq (trunk peel); No.14, Gastrodia elata
Blume (root); No.18, Gossyium nanking Meyen (seed);
No.22, Lysimachia vulgaris var. davurica (LED.) R. Knuth.
(aerial part); No.24, Lithospermum erythrorhizon Siebold
& Zucc (root); No.25, Aster scaber Thunb. (aerial part)]. 
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나게 되며, 염증성 장질환 (inflammatory bowel disease) 및

자가면역질환 (autoimmune disease) 등의 원인이 된다 (Prava,

2011; Venkatesha et al., 2011). 이러한 반응은 대식세포를

대표로 하는 다양한 면역관련 세포들이 염증성 cytokine,

prostaglandin, nitrite 등의 염증매개물질들을 분비하여 발생하

게 된다 (Finotto et al., 1994; Naven and Weissman, 1991;

Owens and Grisham, 1993). Nitrite는 사이토카인의 자극 또

는 미생물의 침입으로 인해 세포가 활성화되어 생성되는 것으

로, iNOS에 의해 L-arginine으로부터 생성된다 (Waddington

et al, 1999). iNOS는 염증반응을 조절하는데 중요한 역할을

담당하고 있으며, iNOS에 의해 증가된 nitrite는 패혈성 쇼크

(septic shock), 조직 손상, 류마티스 관절염 (rheumatoid

arthritis) 등과 같은 질병을 유발하는 원인물질의 하나이다

(Salerno et al., 2002). 프로스타글란딘은 다양한 세포로부터

COX라는 효소에 의해 생성되는 데, COX는 두 종류가 존재

한다. COX-1은 대부분의 조직에서 존재하며, 프로스타글란딘

생성에 관여하고 COX-2는 성장인자, 사이토카인 등과 같은

요인에 의해 발현이 증가되어 다량의 프로스타글란딘을 생성

함으로써, 염증관련 질병을 유발하는 것으로 밝혀져 있다

(Hendel and Nielsen, 1997; Vane et al., 1998). 염증은 사

이토카인의 네트워크와 다양한 염증인자 (inflammatory

mediator)들의 유발 등에 의해서 조절되는 복합적인 과정을 통

해서 일어나게 되며, nuclear factor-kappa B (NF-κB)는 많은

염증성 질환을 일으키는 병인으로 알려져 있는데, iNOS와

COX-2와 같은 염증인자를 전사시키고 TNF-α, IL-1β, IL-6

등 여러 염증성 사이토카인의 생성에 있어 중요한 역할을 한

다. 그리고, TNF-α, IL-1β, IL-6 등의 염증성 cytokine들은

활성화된 대식세포에서 주로 생산되며 선천면역과 관계되어

내피세포와 백혈구에 작용하여 미생물에 대한 초기 염증반응

을 자극하고 조절한다 (Kim et al., 2010). 한편, nitric oxide

(•NO)는 superoxide (O2

•−)와 반응하여 peroxynitrite (ONOO−)

생성을 유도하는데, 그 생성량은 병적인 상태에서 증가한다

(Beckman and Crow, 1994). 

본 연구는 33가지의 약용식물 추출물이 항염증 효과를 나타

내는지를 관찰하였다. 염증반응을 인위적으로 일으키기 위해

Gram 음성균의 세포벽 성분인 LPS로 RAW 264.7 세포를 자

극하였고 LPS로 염증반응을 유발하면서 각 약용식물 추출물

을 5㎍/㎖의 최종농도가 되게 처리하여, 약용식물 추출물의

항염증효과를 다양한 염증매개물질, 즉 nitrite, TNF-α, IL-6의

분비량을 측정하고, 염증반응을 매개하는 주요 효소인 iNOS

및 COX-2의 발현 양, 염증반응의 핵심전인 신호전달분자인

Iκ-Bα의 분해정도를 관찰함으로 평가하였으며 10㎍/㎖의 농

도에서 peroxynitrite에 대한 저해활성을 분석하였다. 

단일농도 (5㎍/㎖ or 10㎍/㎖)에서 수행한 일차검색실험결

과, Inula britannica var. chinensis Regel (flower) 등 3개의

추출물이 NO 생성에 대해 45.3~34.5%의 저해활성을 나타내

었고, Quercus acutissima Carruth. (trunk peel)를 포함하는

15개의 추출물이 80% 이상의 peroxynitrite 소거활성을 나타내

었다. 또한, Inula britannica var. chinensis Regel (flower)를

비롯한 7개의 시료가 IL-6 분비를 저해하였으며 Citrus

unshiu Markovich (fruit peel), Alpinia officinarum Hance

(rhizome)과 Inula britannica var. chinensis Regel (flower)은

control (DMSO)에 비해 53.7~25.7%의 protein 함량을 나타내

Iκ-Bα의 분해를 저해하는 것을 확인할 수 있었다. 그리고,

Ulmus arvifolia Jacq (trunk peel)과 Gastrodia elata Blume

(root)는 LPS 유도된 대조군의 47.3~29.7%의 iNOS 발현 감

소를 나타내었다. 이러한 1차 검색으로부터 선발된 11개 식물

추출물의 여러 농도에 대해 peroxynitrite 및 total ROS에 대

한 저해활성을 추가로 살펴본 결과 peroxynitrite에 대해서는

1.25㎍/㎖의 낮은 농도에서 Alpinia officinarum Hance

Table 4. Total ROS scavenging activity of the selected 11 plant part extracts.

Sample No. Scientific name  Used part
Scavenging activity

on ROS (IC50, ㎍/㎖)

4 Alpinia officinarum Hance rhizome 8.55±0.01

5 Citrus unshiu Markovich fruit peel 119.85±2.59

6 Inula britannica var. chinensis Regel flower 13.96±0.12

9 Agrimonia pilosa L. var. japonica Nakai stem 21.15±0.55

10 Agrimonia pilosa L. var. japonica Nakai leaf 15.30±0.29

13 Ulmus arvifolia Jacq trunk peel 14.10±0.19

14 Gastrodia elata Blume root 160.49±10.41

18 Gossyium nanking Meyen seed 20.85±0.52

22 Lysimachia vulgaris var. davurica (LED.) R. Knuth. aerial part 16.53±0.23

24 Lithospermum erythrorhizon Siebold & Zucc. root 14.11±0.15

25 Aster scaber Thunb. aerial part 13.56±0.09

 Trolox  4.60±0.11
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(rhizome) 등 4개의 시료가 40% 이상의 비교적 우수한 저해

효과를 보였으며, total ROS에 대해서는 Alpinia officinarum

Hance (rhizome) 등 6개의 시료가 비교적 우수한 소거활성을

나타내는 것을 확인할 수 있었다.

이들 결과들을 종합할 때, 33가지의 약용식물 추출물중

Alpinia officinarum Hance의 근경, Inula britannica var.

chinensis Regel의 꽃, Ulmus arvifolia Jacq의 수피 그리고

Aster scaber Thunb.의 지상부는 본 연구에서 분석된 염증관

련 인자들에 대해서 효과적으로 작용하는 것으로 확인되었는

바, 차후 보다 다양한 농도에서 염증반응을 매개하는 iNOS

및 COX-2 등의 다양한 효소의 발현과 Iκ-Bα의 분해 등 염

증반응의 신호전달물질의 변화를 관찰함으로써 항염증소재로

의 가능성을 타진할 필요하다고 사료된다. 
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