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丹蔘 추출물의 항산화 효과에 의한 RAW264.7 cell에서의 항염증 작용
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Anti-inflammatory effects of Salviae Miltiorrhizae Radix extract on RAW264.7 cell. via 

anti-oxidative activities
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ABSTRACT

Objectives : It had been reported that herbal medicines containing polyphenol and flavonoid have been shown 

to be associated with decreased the cause of aging and variety of disease such as reactive nitrogen species and 

reactive oxygen species in several recent studies. Salviae miltiorrhizae Radix, origined from Salvia miltiorrhiza 

BGE., is one of popular traditional herbal medicines that is commonly used by traditional medicine practitioners. 

To this date, Salviae miltiorrhizae Radix has more than 2000-year history of mature application. This study was 

conducted to investigate whether the Salviae miltiorrhizae Radix methanol extract has an inhibitory effect 

association with oxidation or inflammation.

Methods : Cytotoxic activity of Salviae miltiorrhizae Radix methanol extract on RAW264.7 cells was evaluated 

by using 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide solution. Nitric oxide production was 

measured using griess reagent system. Western blot analysis and measurement for changes of protein expression, 

nitric oxide synthase and cyclooxygenase-2, also performed.

Results : The medicinal plant, Salviae miltiorrhizae Radix, does not impair the cell viability in tested concentration 

(25-100 µg/ml). SMR showed anti-oxiative effects in vitro by decreasing electron donating ability, and also 

showed anti-inflammatory effects suppressing NO and COX-2 expressin in LPS induced RAW264.7 activation. 

SMR inhibited the generation of intracellular ROS production as dose dependant manner.

Conclusions : These results indicate that Salviae miltiorrhizae Radix methanol extract has an anti-inflammatory 

activities via anti-oxidative effects, and the anti-inflammatory effect was presentedd as dose dependant manner.
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서 론1)

丹參 (Salviae miltiorrhizae Radix, SMR)은 순형과 (꿀

풀과; Labiatae)에 속한 다년생 초본인 단삼 (Salvia 

miltiorrhiza BGE.)의 뿌리 및 뿌리줄기을 건조한 것으로, 성

질은 약간 차고 독성은 없으며 쓴 맛을 가지고 있는데, 활혈

거어 (活血祛瘀), 양혈소옹 (凉血消癰), 제번안신 (除煩安神) 

등의 효능으로 인해 월경부조 (月經不調), 경폐통경 (經閉痛

經), 징하적취 (癥瘕積聚), 흉복자통 (胸腹刺痛), 창양종통 (瘡

瘍腫痛), 심번불면 (心煩不眠), 간비종대 (肝脾腫大), 교심통 

(絞心痛) 등의 증상에 대한 치료 효과를 가진 약재이다1).

염증은 다양한 염증 매개 인자들이 대식세포에 인식되는 

것으로부터 시작된다. 대식세포는 면역세포 중 하나이며, 모

든 조직에 존재하고 체내 유입된 염증의 원인을 인식해 염증

매개물질을 생성해 다른 면역세포들의 활성화를 유도시켜 염

증원인을 제거 복구하는 역할을 한다2). 염증매개물질인 
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Lipopolysaccharide (LPS) 처리 시 대식세포는 세포표면에 

있는 Toll like receptor (TLR)가 인식하여 Toll/IL-1 receptor 

(TIR)와 Myeloid Differentiation primary response gene 

88 (MyD88)에게 신호 전달하고, 활성화된 MyD88 단백질은 

Interleukin-1 receptor를 TLR에 결합시키고 Tumor 

Necrosis Factor receptor를 유도시킨다. TNF는 I kappaB 

kinase (IκBk)를 활성화시켜 Nuclear Factor kappa-light

-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) p65에 

결합되어 있는 IκBα가 분해되어 전사인자인 NF-κB p65는 

핵으로 이동하게 되고 따라서 염증성 사이토카인 및 염증성 

효소인 Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), Interleukin-6 

(IL-6), anti-Nitric Oxide Synthase (iNOS), cyclooxygenase

-2 (COX-2)를 발현시킨다3-5).

i-NOS에 의해 생성된 산화 질소 (Nitric Oxide, NO)의 

상향조절은 산화적 손상을 일으키는데 염증 및 신경질환등  

다양한 질병과 관련이 있으며, COX-2는 세포 인지질에서 유

래하고 불포화 지방산인 arachidonic acid를 Prostaglandin2 

(PGE2)로 전환시켜 혈관확장과, 통증을 생성시키는 등6,7) 

i-NOS와 COX-2는 만성염증과 자가면역질환의 원인이 된다8,9).

높은 수준의 NO들은 순환계 쇼크, 염증 및 암을 포함한 

다양한 형태의 병리 생리학적으로 문제가 되고 있으며10), 건

강에 대한 관심이 높아지면서 천연물, 한약재를 포함한 다양

한 약용식물들에서 생리활성 물질들을 찾는 연구가 활발하게 

진행되고 있다. 특히 항산화제는 활성 산소종 (Reactive 

Oxygen Species, ROS)을 제거하고 지질과 산화를 통한 세

포막의 변화, 항알러지, 항염증, 항돌연변이 및 항암 등에 효

과가 있다고 한다11).

그에 따라 본 연구에서는 항산화제에 의한 산화적 스트레

스가 차단될 경우 염증반응이 효과적으로 억제된다는 사실들
10,11)을 기반으로 LPS로 염증이 유도된 RAW264.7 mouse 

macrophage cell line을 이용하여 한약재 丹蔘의 메탄올 추

출물이 나타내는 염증억제반응을 관찰하여, 丹蔘 추출물이 염

증성 질환의 예방과 치료에의 응용 가능성을 검토하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재
본 실험에 사용한 丹蔘은 광명당제약 (울산, 대한민국)으로

부터 중국산을 구입하여 사용하였다. 실험에 사용하기 위해 

丹蔘은 400 g을 적당량의 메탄올에 넣고 추출이 잘 되도록 2일 

정도 잘 섞어 준 후 rotary vacuum evaporator (EYELA, 

일본) 및 speed vacuum을 이용하여 메탄올 추출물 (SMR)을 

만들었으며, 이를 냉동실에 보관하였다가 실험 직전에 필요한 

농도로 만들어 사용하였다. 사용된 동일한 한약재 시료 부산

대학교 약재보관실 (시료 번호: 2014-DSM004)에 보관 중이다.

2) 시약
Folin & Ciocalteu's phenol reagent와 Sodium carbonate, 

Diethylene glycol, 2,2-Diphenyl-1-pikryl-hydrazyl 등 

이하 나머지 시약들은 Sigma-Aldrich, Co.,를 Dimethyl 

sulfoxide (DMSO)와 30% hydrogen peroxide는 Junsei 

chemical Co.,에서 추출에 사용한 Methanol은 SK chemicals, 

세포 배양액인 Dulbecco's Modifide Eagle Medium 

(DMEM)은 welgene, Fetal bovine serum (FBS)과 Penicillin

-streptomycin는 Gibco BRL (Grand Island, USA), 실험

에 사용된 시약 중 Sodium Dodesyl Sulfate (SDS)는 Bioneer 

Co., 30% Acrylamide는 Bio-RAD, 단백질 정량에 사용한 

Bovine serum albumin (BSA)는 Thermo scientific, Skim 

milk는 BD science에서 iNOS는 EMD Millipore Co.,에서 

COX-2 및 Goat anti-rabbit IgG, pAb (HRP conjugate), 

Goat anti-mouse IgG, pAb (HRP conjugate)는 Enzo사에

서, beta-actin은 Santa Cruz사 제품을 이용하였다.

2. 방법

1) 총 폴리페놀 함량
총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis의 방법12)을 참고하여 사

용하였으며, 검량선 기준 물질으로 탄닌산을 사용하였다. 샘

플 100 µl, 1N Folin-ciocalteu's phenol reagent를 100 µl
을 반응시킨 후 실온에서 3분간 방치하고, 2% 탄산나트륨을 

2 ml을 넣어 30분 동안 반응시켰다. 아스코르브산을 양성대

조군으로 사용하고, Fluorescence reader로 725 nm에서 흡

광도를 측정하였다.

2) 총 플라보노이드 함량
총 플라보노이드 함량은 Diethylene glycol colorimetry 

방법13)을 참고하여 사용하였으며, 검량선 기준 물질으로 Naringin

을 사용하였다. 샘플 100 µl에 diethylene glycol 1 ml을 반

응시키고 이어서 1N NaOH 100 µl를 넣어준 뒤, 항온 수조

에 1시간 반응시켰다. 아스코르브산을 양성 대조군으로 사용

하고, Fluorescence reader로 420 nm에서 흡광도를 측정하

였다.

3) 항산화 효과
각 농도별 추출물을 0.2 ml, 1.5×10-4M 2,2-Diphenyl-

1-pikryl-hydrazyl (DPPH) 용액 1.8 ml을 혼합하여 암실

에서 30분간 반응 시켜 Fluorescence reader를 이용해 510 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 위 실험은 Blois의 방법14)을 

응용하였다. 전자공여능은 시료 첨가한 샘플과 첨가하지 않은 

샘플 차이를 백분율로 구하였으며, EDA를 50% 감소시키는 

데 필요한 농도를 Inhibition concentration 50% (IC50) 값

으로 계산하여 구하였다. 양성대조군으로서 아스코르브산과 

Butylated hydroxyanisole (BHA), Butylated hydroxytoluene 

(BHT)를 이용하였다.

4) 세포배양
마우스 유래 대식세포주인 RAW264.7 세포는 10% Fetal 

bovine serum (FBS)과 1% penicillin-streptomycin을 포

함하는 DMEM 배지를 사용하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 

조건에서 배양하였다.
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5) RAW264.7 세포의 세포 독성 시험 및 사이토카인

의 측정
추출물에 대한 세포 생존율과 사이토 카인을 측정하기 위

해 세포 개수를 세어 well 당 2×105 cells가 되도록 분주하

여 37℃, 5% CO2 조건의 incubator에서 18시간 배양하였

다. 이 후 부착된 각 세포들에 추출물을 농도별로 처리하고, 

1시간 뒤 5µg/ml의 농도인 LPS를 처리하여 24시간 treat 

하였다. 약물 처리 후 NO를 측정하기 위해 상층액을 다른 

plate에 옮겨 Griess reagent (1% (w/v) sulfanilamide, 

1% (w/v) naphtylethylendiaminde in 30% acetic acid)와 

동량 반응 시켜 Fluorescence reader를 이용해 540nm에서 

흡광도를 측정하였다.

동시에 SMR이 RAW264.7 세포주에 대해 독성이 있는지 

측정하기 위해

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) assay 방법으로 분석하였다. 이는 Carmichaeal 

등의 방법15)을 응용하였다. 세포가 부착되어 있는 plate에 

MTT solution (1mg/ml)을 동량반응 시켜 2시간 동안 incubator

에서 반응시키고 상층액을 제거 한 후 남아 있는 formazan

을 용해시켜 Fluorescence reader를 이용해 570 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 각 데이터들은 다음과 같이 계산하였다.

Percent values (%) = [1-(Control Abs-Sample Abs)/Control Abs)] ×100

6) DCFH-DA에 의한 intracellular ROS 측정
각 추출물에 대한 산화적 손상을 보호하는 효과를 확인하

기 위해 세포를 2×105 cells가 되도록 각 well에 분주하여 

37℃, 5% CO2 조건의 incubator에서 18시간 배양하였다. 

이 후 부착된 각 세포들에 추출물을 농도별로 처리하고, 1시간 

뒤 5 µg/ml의 농도인 LPS를 처리하여 24시간 treat 하였다. 

약물 처리 후 배지를 제거한 다음, Phosphate Buffer Saline 

(PBS)로 희석된 10uM 2' 7-dichlorofluorescein diacetate 

(DCFH-DA)를 가하고, 30분간 배양하였다. PBS로 1회 

washing 한 다음 5mM Hydrogen peroxide (H2O2)를 가하

고, 30분 배양한 뒤에 Fluorescence reader를 이용해 excitation 

485nm, emission 530nm에서 형광강도를 측정하였다. DCF 

형광광도의 증가율은 대조군과 비교하여 배수 (fold)로 계산

하였다.

7) Western blot
단백질의 발현 수준은 Western blot 분석을 통해 확인하

였다. 차가운 PBS으로 2회 세척한 후, pro-prep (iNtRON 

Biotech, Seongnam, Korea)을 이용하여 용해된 세포들을 

수득하였다. 각 시료의 단백질 농도는 BCA assay를 이용하여 

정량 하였고, 각 단백질의 동등한 양을 변성시킨 뒤 SDS-

polyacrylamide gels을 통해 분리 한 다음 nitrocellulose 

membranes을 통해 전달 시킨 뒤, Membrane을 실온에서 1

시간 동안 5% skim milk에 블로킹시켰다. 1차 항체 i-NOS 

(1:2000), COX-2 (1:1000), beta-actin (1:1000)을 저온

실에 하루 보관 시키고, TBST 완충액으로 세척한 후,  HRP 

conjugated a goat anti-mouse IgG, pAb (1:3000), HRP 

conjugated a goat anti-rabbit IgG, pAb (1:5000)을 이

용하여 1시간 실온에서 반응시켜 주었다. 반응 시킨 뒤 다시 

TBST 완충액으로 세척한 후 West-Q Chemiluminescent 

Substrate Kit, Plus (GenDEPOT)에 의해 활성화 된 단백

질 밴드를 LAS (Luminescent Analyzeer system)를 사용하

여 시각화 하였다.

8) 통계 분석
모든 실험은 3번 반복하고, 실험 결과는 평균 ± 표준편차

로 표현하였다. 통계 프로그램 SIGMAPLOT 12.0 version을 

사용하고, 제어 및 실험군 간의 통계적 유의성을 비교한 표본 

t검정(t-test) 및 일원 분산 분석(one-way ANOVA)에 의해 

확인되었다. 모든 그래프에서 p 값은 0.05이하일 때 통계적

으로 유의 한 것으로 간주 하였다.

결 과

1. 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량

SMR의 총 폴리페놀 함량은 Tannic acid를 이용하여 표준

곡선으로 mg/g TAE (Tannic Acid Equivalent) 단위로 나

타내었고, 플라보노이드 함량은 Naringin을 이용한 표준곡선

으로 mg/g NE (Naringin Equivalent)를 구하였다. 그 결과

는 Table 1과 같은데 SMR에서의 함량은 그리 높지 않은 것

으로 나타났다.

2. 전자 공여능 확인

산화적 Free radical에 전자를 공여하여 산화를 억제시키

게 하는 방법으로서 항산화효과를 보는 것을 목적으로 하였

다. 항산화능은 페놀화합물의 양과 상관관계가 있는 것으로 

보고되고 있으며17,18), 본 연구에서 SMR과 양성대조군의 전

자공여능을 농도별로 측정하여 비교한 결과 SMR의 활성이 

비교적 높은 것으로 나타났다(Table 1). 

Table 1. The contents of total polyphenol, flavonoid and electron 
donating ability of Salviae miltiorrhizae Radix methanol extract.

Scientific name
 Total polyphenol

(mgTAE/g)
Total flavonoid

(mgNE/g)
EDA IC50 (ug/ml)

Ascorbic acid - - 5.7162±0.6743**

BHA - - 12.4432±0.4964***

BHT - - 38.2819±7.1111*

SMR 0.3836±0.0096*** 0.2521±0.058*** 55.9991±1.5908***

The values represent mean±STDEV of triplicate independent experiments. 
1) Values were mean ± STDEV analyzed using tannic acid as standard. 
2) Values were mean ± STDEV analyzed using naringin as standard. 

Asterisk indicates a significant difference at ***p < 0.001, **p < 0.01, *p
< 0.05 level.

3. 세포 독성 측정

SMR에 의한 대식세포의 독성을 MTT assay에 의해 확인

한 결과 농도별 약물을 주입하였을 때 각 농도에서 대식세포

에 대한 독성을 일으키지 않은 것으로 나타났다(Fig. 1).
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Fig. 1. Effect of Salviae miltiorrhizae Radix extract on the cell 
viability of RAW264.7 cells. The values represent mean ± STDEV 
of triplicate independent experiments. Cell viability expressed as a 
percentage of the control. The values of graph is a one-way 
ANOVA was not statistically significant difference.

4. Nitric oxide 측정

RAW264.7 cell의 NO 생성 억제 정도를 측정하기 위해 

SMR을 농도별로 처리하여 결과를 Fig. 2A에 나타내었다. 생성

된 NO의 양을 Griess reagent를 이용하여 세포 상등액과 반응

하였으며, LPS만 처리한 군에서 염증발현이 최대치임을 알 수 

있었고, 추출물들의 농도 의존적으로 감소함을 알 수 있었다.

5. RAW264.7 세포에서 i-NOS와 COX-2의 발

현에 미치는 영향

SMR이 LPS에 의해 유도된 RAW264.7 cell에서의 i-NOS와 

COX-2의 발현에 영향을 미치는 것을 Western blot을 통해 

확인하기 위하여 LPS 처리 후 SMR을 25, 50, 100 µg/ml의 

농도로 처리하였으며, 그 결과 LPS 처리한 군에서 발현이 증

가하였던 COX-2의 활성이 SMR 100 µg/ml의 농도처리에 

의해 유의적인 감소함을 확인할 수 있었다(Fig. 2B, C).

(A) (B)

i-NOS

COX-2

beta-actin

Conc.(µg/ml) - - 0 25 50 100

LPS - + + + + +

(C)
Fig. 2. Scavenging activityes of Salviae miltiorrhizae Radix extract 
on Nitric oxide (A) and effects of i-NOS, COX-2 protein 
expression (B, C) in LPS-induced RAW264.7 cells. The NO production 
was measured by Griess Reagent system, the densitometry values 
of three independent experiments were COX-2/beta-actin (B), 
and the expression levels of i-NOS and COX-2 were determined 
by Western blotting (C). The values represent mean ± STDEV of 
triplicate independent experiments. Compared with the sharp symbol 
were untreatment groups, asterisk is shown in the treatment groups. 
Sharp symbol and asterisk indicates a significant difference at 
###,***p < 0.001, *p < 0.05 level.

6. Intracellular ROS 생성 저해

LPS 처리에 의해 수치가 상승되었던 세포 내 ROS가 

SMR 처리에 의해 유의하게 감소함을 확인하였고, 이러한 감

소는 SMR의 농도에 의존적으로 나타났다(Fig. 3).

Fig. 3. Salviae miltiorrhizae Radix suppresses intracellular ROS 
generation in LPS-stimulated Macrophages. The values represent 
mean ± STDEV of triplicate independent experiments. Compared 
with the sharp symbol were untreatment groups, asterisk is shown 
in the treatment groups. Sharp symbol and asterisk indicates a 
significant difference at ###,***p < 0.001, **p < 0.01 level.

고 찰

丹參의 효능이 활혈거어 (活血祛瘀), 양혈소옹 (凉血消癰) 

등에 치우쳐 있으며, 이러한 효능으로 인해 경폐통경 (經閉痛

經), 창양종통 (瘡瘍腫痛), 간비종대 (肝脾腫大) 등의 증상에 

이용되어져 왔는데1) 이러한 丹蔘의 효과는 현대적인 의미로 

염증 질환에 효과가 있을 것으로 유추할 수 있다.

최근 건강에 대한 관심이 높아지면서 천연물, 한약재를 포함

한 다양한 약용 식물들로부터 생리활성 물질들을 찾는 연구가 

활발하게 진행되고 있는데, 여러 연구자들에 의해 resveratrol

을 포함한 다양한 플라보노이드들이 염증에 대한 억제 효과가 

있으며, 결과적으로 다양한 조직에서 carcinogenesis의 억제

를 통해 많은 천연물질들이 항염증 및 항암 활성을 가질 수 

있을 것으로 보고한 바 있다10,11).

본 연구에서는 丹蔘의 메탄올 추출물인 SMR에 포함된 플

라보노이드 함량이 그다지 높은 편이 아닌데도 일부 양성 대

조군에 크게 뒤지지 않은 항산화 활성을 보였고, 연구 재료로 

사용된 RAW264.7 세포에서 100 µg/ml 농도에서까지 세포 

독성을 전혀 보이지 않았으므로 향후 SMR이 다양한 세포주

를 이용한 연구에 활용될 수 있음을 보였다.

RAW264.7 세포에 염증을 유발하기 위해 사용한 LPS는 

내독소로 잘 알려져 있으며, 그람 음성 균인 macrophage나 

monocyte에서 TNF-α, IL-6, IL-1β (interleukin-1β)와 

같은 pro-inflammatory cytokine을 증가시키는 것으로 알

려져 있다19). NO는 Reactive nitrogen species (RNS)라고 

불리며 활성산소중 하나이며, 염증 유발에 중요한 역할을 하

는 것으로 알려져 있다20). 본 연구에서 LPS 단독으로 처리한 

경우 염증 발현이 상승함을 확인하였고 SMR은 농도에 의존

적으로 이러한 염증 반응을 감소시켰으며, 이러한 과정에 NO 

및 COX-2 발현의 억제가 관여함도 확인할 수 있었다.

ROS는 산화 촉진 물질 (prooxidant)과 산화 억제 물질 

(antioxidant)이 불균형을 이룰 때에 산화적 스트레스를 유발

시키며, 이 과정 중에서 과산화 유리기 (peroxyl radicals)는 

DNA 손상과 단백질 변형에 관여하게 되며 세포독성 및 발암 
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등의 병리적 질환을 일으키게 된다22,23). DCFH-DA는 산화

적 손상을 조사하기 위해 사용되어 왔는데, 세포에 전처리하

면 세포 안으로 들어가, H2O2와 반응하면 형광을 띠는 DCF

를 생성하게 되므로 형광강도를 측정하면 세포내 ROS 생성

량을 측정할 수 있다. 본 실험에서 역시 LPS에 의해 유도된 

ROS 생성이 SMR 처리에 의해 농도 의존적으로 유의하게 감

소하는 것이 확인되었다.

 따라서 丹蔘 메탄올 추출물인 SMR은 활성 산소를 억제하

는 항산화 활성뿐만 아니라 항염증 활성도 가지고 있었으며, 

이러한 결과는 염증성 질환인 간 섬유증24), 골다공증25), 천식
26), 류마티스성 관절염27), 대장염28) 등에 효과가 있는 것으로 

보고된 다른 연구자들의 실험 결과와도 관련성이 매우 높은 

것으로 생각된다.

위의 내용을 종합하면 본 연구를 통해 丹蔘의 메탄올 추출

물인 SMR이 항산화 작용과 함께 항염증 효과도 가지고 있으

며, 현재까지 다양한 천연물을 대상으로 항산화 활성이 보고

된 것을 감안하면 향후 이러한 재료들을 대상으로 추가적인 

항염증 활성 또는 항암 활성 등에 대한 접근이 가능할 것으로 

보인다.

결 론

丹蔘 메탄올 추출물 (SMR)의 항산화 활성이 마우스 대식

세포에서의 항염증, 세포 내 활성 산소를 억제하는 연구를 수

행하여 아래와 같은 결과를 얻었다.

1. 양성대조군들에 비해 뛰어난 항산화 효과는 나타내지 

않았지만 RAW264.7 세포주에서의 RNS와 ROS를 억

제하는 효과를 얻을 수 있었다. 

2. 추출물의 세포 독성 여부를 확인하여 세포 생존율에 영

향을 미치지 않는 농도 (-100 µg/ml)를 선정하였으며, 

세포 내 NO를 억제하는 것을 확인한 결과 각 농도에서 

염증 억제 반응을 나타내었고 (p < 0.001), 이 결과로 

인해 SMR은 LPS로 자극된 염증인자인 NO 생성 전구

물질인 i-NOS와 COX-2의 발현도 저해하는 결과를 

단백질 수준에서도 확인하였다.

3. 세포내 ROS 억제 실험을 한 결과, 5 mM의 Hydrogen 

peroxide와 LPS를 자극시켜 세포 내 ROS를 유도한 

결과 농도의존적으로 (p < 0.001) ROS의 생성을 저해

하였다.
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