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요  약  본 연구 목적은 염화제일철(FeCl2)의 세포독성과 석잠풀(SJ) 추출물의 항산화 효과 및 FeCl2의 독성을 산화

적 손상 측면에서 조사하였다. 이를 위해, 세포 생존율을 비롯한 과산소음이온(SAR)-소거능과 슈퍼옥사이드(SOD)-

유사 활성능을 분석하였다. 본 연구에서 FeCl2는 처리 농도에 비례하여 유의한 세포 생존율의 감소를 보였으며, 중간 

독성으로 나타났다. 또한, caffeic acid는 FeCl2로 감소 된 세포 생존율에 대해 유의한 증가를 보였다. FeCl2의 독

성에 대한 SJ 추출물의 처리는 세포 생존율의 유의한 증가와 함께 SAR-소거 능과 SOD-유사 활성 능과 같은 항산화 

효과를 보였다. 결론적으로, SJ 추출물과 같은 천연소재는 항산화제와 같은 대체물질 개발에 있어 기초자료로서의 

활용적 가치가 클 것으로 생각된다.

주제어 : 염화제일철(FeCl2), 매염제, 세포생존율, 항산화효과, 천연소재

Abstract  The aim of this study was to examined the dermatoxicity of ferrous chloride (FeCl2) and 

the antioxidative effect of Stachys japonica Miq (SJ) extract on FeCl2-induced cytotoxicity. For this 

study, superoxide anion-radical (SAR)-scavenging and superoxide dismutase (SOD)-like abilities with 

cell viability were done. FeCl2 showed a significant decrease of cell viability in dose-dependent 

manner, and it was mid-toxic. The caffeic acid showed a significant increase of cell viability against 

FeCl2-induced cytotoxicity. In the protective effect of SJ extract on FeCl2-induced cytotoxicity, it 

showed SAR-scavenging and SOD-like abilities with a significant increase of cell viability. From these 

results, the cytotoxicity of FeCl2 is correlated with oxidative stress, and SJ extract effectively 

protected the cytotoxicity of FeCl2 by antioxidative effect. Conclusively, the natural resources like SJ 

extract may be a useful fundamental materials for the development of an alternative antioxidant.
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1. 서론

중금속 매염제(mordant)는 직물이나 의류 염색을 통

해 피부에 직접 접촉하여 인체의 건강을 매우 위협하게 

된다[1]. 이들의 잦은 인체 노출은 피부나 여러 장기에 

축적되어 중독을 유발하기 때문에 이들 독성기전 규명은 

물론 치료적 방법이 중요한 관심의 대상이 되었다[2].

염화제일철(FeCl2)은 타 중금속 매염제에 비하여 탁

월한 색상표출은 물론 크롬이나 동매염제에 비하여 독성

이 강하지 않으면서도 변색이 쉽게 되지 않은 장점이 있

어 많이 선호되고 있다[3]. 그러나 피부염 유발원으로 알

려진 FeCl2가 장기간 인체에 노출 시 피부 독성은 물론, 

유전이나 돌연변이성과 같은 병태 현상을 초래하기 때문

에 접촉 시 주의가 필요하다[4]. FeCl2의 세포독성에 관

한 연구로는 주로 신경세포[5]나 균주세포[4]에 대한 것

으로서 피부세포에 관한 연구는 찾아보기 어렵다. 따라

서, FeCl2에 대한 피부 독성 규명은 물론, 효과적인 치료 

방법과 약제에 대한 개발이 절실히 요구되고 있다[2]. 근

래, 납과 같은 일부 중금속 화합물들은 붕괴 시 자유라디

칼을 방출한다고 알려지면서 이들의 독성 치료를 항산화 

측면에서 접근하려는 시도가 이루어지고 있다[6]. 

최근, 각종 식물에서 항산화나 항암 등에 유효한 생

리활성 성분이 알려지면서 이를 이용한 질환 치료에 관

한 연구가 이루어지고 있다[7]. 식물 중 꿀풀과

(Labialae)인 석잠풀(Stachys japonica Miq., SJ)은 

우리나라 전역에 서식하고 있으며, 봄에서 이른 늦가을

에 채취해 햇볕에 말려 사용한다. SJ에는 카페산

(caffeic acid)외 사포닌(saponin), 팔러스트린(palustrine)

등 플라보노이드 성분을 함유하고 있어, 기관지염이나 

대상포진과 같은 질환에 주로 사용되어왔다[8]. 특히, 

caffeic acid나 flavonoid와 같은 페놀 성분들은 항산

화나 항염 등에 뛰어난 효능이 있다고 잘 알려져 있다

[9]. 그러나, SJ 추출물의 항산화에 관한 연구는 지금까

지 소수이며 그것도 많은 부분이 생체에서 되어 있고 

세포 수준에서의 연구는 더욱 드물다[10]. 

따라서, 본 연구에서는 중금속 매염제인 FeCl2에 대

한 피부 독성 조사를 위하여 피부 구성 세포의 하나인 

NIH3T3 섬유아세포주를 재료로 FeCl2의 독성을 산화

적 손상 측면에서 분석하였으며, 또한, FeCl2의 독성에 

대한 석잠풀(SJ) 추출물의 영향을 항산화 측면에서 조

사함으로써 산화적 손상과 관련된 FeCl2와 같은 중금

속 매염제류의 독성 경감이나 치료적 대체물질을 천연

물 소재로부터 알아보고 자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 시약 

본 실험에서는 FeCl2, tris-HCl, trypsin, pyrogallol, 

photassium phosphate, xanthine (pH 7.5), 

phosphate buffered saline (PBS), dimetylsulfoxide

(DMSO), XTT 및 caffeic acid  는 Sigma사(St 

Louis. MO, USA)에서 구입하였다.

2.2 SJ 추출

  전북 야산에서 채취한 SJ 전초는 햇볕에 말려 시

료로 사용하였다. 추출은 시료 73.6 g과 260 mL 증류

수를 유리 원형 플라스크에 넣고 4시간 가열하였다. 3

회의 반복 과정 후 총액을 30분간 3,000 rpm으로 원

심분리기로 침전한 다음 감압 농축하여 4.3% 수율, 3.2 

g의 시료를 얻었다. 

2.3 세포생존율(cellviability) 측정

분리된 NIH3T3 섬유아세포(ATCC, CRL 1658)를 

96-well에 1x105cells/well의 밀도로 넣고 36℃, 5% 

CO2로 조절된 항온기에서 72시간 배양한 후 세포 생

존율을 측정하였다. 세포 생존율 측정 시 각 well 당 

10 uL의 XTT (50 µg/mL)를 첨가한 후 항온기에서 4

시간 동안 처리하였으며, 이를 DMSO로 처리한 후 

ELISA reader (Spectra max 250, Molecular 

Devices, Sunnyvale,USA), 450 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 

2..4 FeCl2에 대한 caffeic acid (CA)와 SJ 추출물

의 영향

FeCl2에 대한 CA 영향은 FeCl2 (XTT50)를 배양 세

포에 처리하기 전, H2O2에 대한 항산화능이 50% 전후

인 CA, 40 uM과 60 uM을 각각 2시간 처리하여 세포

생존율을 조사하였다. FeCl2에 대한 SJ 추출물의 영향

은 FeCl2 (XTT50)를 배양 세포에 처리 전, SJ 추출물 독

성한계농도 이하의 2개 농도인 70 µg/mL와 100 

µg/mL 각각을 2시간 처리한 후 세포생존율을 조사하

였다. 
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2.5 SJ 추출물의 성분함량 분석 

폴리페놀(polyphenol)함량분석은 A.O.A.C.[11]의 

방법에 따라 ELISA reader, 725 nm에서 tannic acid

를 표준시약으로, Flavonoid 함량분석은 Nieva 

Moreno 등[12]의 방법에 따라 ELISA reader, 415 

nm에서 rutin을 표준시약으로 한 검량곡선을 기준으

로 흡광도를 측정하였다.

  

2.6 과산소음이온-라디칼 소거 활성 측정

Nitroblue tetrazolium (NBT) 환원 방법에 따라 

행하였으며, ELISA reader, 560 nm에서 흡광도를 측

정하였다. SAR-소거능 활성은 CA를 양성대조군으로 

하여 대조군에 대한 백분율로 표시하였으며, 또한 

SAR-소거능(%)=100-[(시료첨가군의 흡광도/무첨가군

의 흡광도) x 100]으로 나타냈다.

2.7 SOD-유사 활성(superoxide dismutase-like 

activity) 측정

Marklund와 Marklund[13] 방법에 따라 행하였으

며, ELlSA reader, 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

SOD-유사 활성은 CA를 양성대조군으로, 대조군에 대

한 백분율로 표시하였으며, 또한 SOD-유사 활성능

(%)=[(시료첨가군의 흡광도/무첨가군의 흡광도) x 

100]-100으로 나타냈다. 

2.8 통계 처리

모든 실험값은 SPSS/WIN (18.0)을 이용하였다. 각 

군 간의 비교는 one way ANOVA를 시행 후 Tukey 

HSD으로 사후 분석하였고, 유의수준은 P<0.05로 하였다.

3. 결과

3.1 FeCl2의 세포독성 

FeCl2의 독성을 알아보기 위하여 배양 세포에 

FeCl2, 100∼140 uM 농도 각각을 처리한 결과, 농도

에 비례하여 유의한 세포생존율의 감소를 보였다

(P<0.001). FeCl2, 100 uM, 120 uM, 140 uM에서 세

포생존율은 각각 대조군에 비해 75.0%, 60.4%, 47.9%

로 나타났으며, XTT50 값은 136.7 uM에서 나타났다. 

FeCl2의 세포독성에 대한 사후분석 결과 140 uM, 120 

uM, 100 uM, 대조군의 순으로 세포독성이 높았으며 

Table 1과 같다. 

Table 1. The cytotoxicity of ferrous chloride(FeCl2) 

by XTT assay
Concentrations 

of FeCl2 (μM)

XTT assay  

(450 nm)

F P Tukey 

HSD

Mean±SD

Controla 0.48±0.04

115.99 <.001 a>b>c>d100b 0.36±0.03

120c 0.29±0.02

140d 0.23±0.02

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments.

Abbreviation: FeCl2, Ferrous chloride.

3.2 FeCl2의 독성에 대한 CA의 영향

CA, 40 uM과 60 uM 농도 각각을 2시간 전처리한 

결과, FeCl2만의 처리에서는 세포생존율이 대조군에 비

하여 39.3%(0.24±0.02)로 나타난데 비하여, 40 uM과 

60 uM CA처리에서는 각각 57.4%(0.35±0.02)와 

72.1(0.44±0.02)로 나타났다(P<0.001). FeCl2의 세포

독성에 대한 CA 영향의 사후분석결과 대조군, 60 uM 

CA와 40 uM CA, FeCl2 (XTT50) 순으로 세포생존율

이 높았으며 Table 2와 같다. 

Table 2. The effect of caffeic acid (CA) on the 

cytotoxicity induced by ferrous chloride 

(FeCl2) in cultured NIH3T3 fibroblasts
Concentration

s of CA (μM)

XTT assay 

(450 nm)

F P Tukey 

HSD

Mean±SD

Controla 0.61±0.03 312.20 <.001 a>d>c>b

FeCl2 (XTT50)
b 0.24±0.02

40c 0.35±0.02

60d 0.44±0.02
  

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments.

Abbreviation: CA, Caffeic acid; FeCl2, Ferrous chloride.  

3.3 SJ 추출물의 성분함량 분석

SJ 추출물성분 중 polyphenol의 함량은 58.6 

mg/g으로, flavonoid 함량은 29.3 mg/g으로 각각 나

타났으며 Fig. 1과 같다.
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Fig. 1. The component of Stachys japonica Miq (SJ) 

extract. Data are mean±SD. The data indicate 

the mean±SD for triplicate experiments.

3.4 FeCl2의 세포독성에 대한 SJ 추출물의 영향 

70 µg/mL와 100 µg/mL의 추출물 각각을 처리한 

결과, FeCl2만의 처리에서는 세포생존율이 대조군에 비

하여 40.6%(0.26±0.04)로 나타난데 비해, 추출물 처

리에서는 각각 53.1%(0.34±0.02)와 64.1%(0.41± 

0.03)로 나타나 FeCl2만의 처리에 비하여 모두 유의한 

증가를 나타냈다(P<0.001). FeCl2의 세포독성에 SJ 추

출물이 미치는 영향에 대한 사후분석 결과 대조군, 100 

µg/mL SJ 추출물, 70 µg/mL SJ 추출물, FeCl2 순으

로 세포생존율이 높았으며 Table 3과 같다.

Table 3. The protective effect of Stachys japonica Miq 

(SJ) extract in cultured NIH3T3 fibroblasts 

damaged by ferrous chloride (FeCl2) 

measured at a wavelength of 450 nm
Concentrations 

of SJ extract 

(ug/mL)

XTT assay  

(450 nm)

F P Tukey 

HSD

Mean±SD

Controla 0.64±0.02 263.30 <.001 a>d> 

c>b
FeCl2 (XTT50)

b 0.26±0.04

70c 0.34±0.02

100d 0.41±0.03
  

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments.

Abbreviation: SJ, Stachys japonica Miq; FeCl2, Ferrous chloride.  

3.5 과산소음이온-라디칼(SAR) 소거 활성 측정

70 µg/mL와 100 µg/mL 농도의 SJ 추출물 시료를 

분석한 결과, 소거 활성은 대조군에 비하여 각각 88.6%

와 77.3%로 나타나, SAR-소거능은 각각 11.4%와 

22.7%로 이는 모두 대조군보다 유의한 소거능의 증가

를 보였다. 특히, 100 µg/mL 농도에서는 양성대조군

인 CA의 소거능인 77.3%의 거의 30%인 것으로 나타

났다(P<0.001). SAR-소거능의 사후분석 결과 CA, 100 

µg/mL SJ 추출물, 70 µg/mL SJ 추출물, 대조군 순으

로 소거능이 높았으며 Table 4와 같다.

Table 4. The superoxide anion-radical (SAR)-scavenging 

activity of Stachys japonica Miq (SJ) extract 

determined at a wavelength of 560 nm
Concentrations 

of SJ extract 

(ug/mL)

SAR-scavenging 

activity (560 nm)

F P Tukey 

HSD

Mean±SD

Controla 0.44±0.03 119.25 <.001 a,c,d>b

60 uM CAb 0.10±0.02

70c 0.39±0.06

100 0.34±0.02

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments. 

Abbreviation: SJ, Stachys japonica Miq; CA, Caffeic acid; SAR, 

Superoxide anion-radical.

3.6 SOD-유사 활성 측정

70 µg/mL와 100 µg/mL 추출물 처리에서는 

SOD-유사 활성이 각각 116.9%와 128.8%로 나타났

다. 따라서, SOD-유사 활성능은 70 µg/mL와 100 

µg/mL에서 16.9%와 28.8%로 이는 대조군에 비하여 

유의한 유사 활성능을 나타냈다(P<0.001). 특히, 추출

물 100 µg/mL에서는 양성대조군인 CA 유사 활성능

인 66.1%(P<0.001)의 40% 이상인 것으로 나타났다. SJ 

추출물에 대한 SOD-유사 활성능의 사후분석 결과 유사 

활성능은, CA, 100 µg/mL SJ 추출물, 70 µg/mL SJ 

추출물, 대조군 순으로 높았으며 Table 5와 같다. 

Table 5. The superoxide dismutase (SOD)-like activity 

of Stachys japonica Miq (SJ) extract 

measured at a wavelength of 420nm
Concentrations 

of SJ extract 

(ug/mL)

SOD-like activity 

(420 nm)

F P Tukey 

HSD

Mean±SD

Controla 0.59±0.02

149.04 <.001 a>d>c>

b
60 uM CAb 0.98±0.05

70c 0.69±0.04

100d 0.76±0.03

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments

Abbreviation: SJ, Stachys japonica Miq; CA, Caffeic acid; 

SOD, Superoxide dismutase.

4. 고찰 

염화제일철(FeCl2)은 폐수처리나 도금과 같은 공정
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에 사용될 뿐만 아니라 특히, 의상이나 섬유와 같은 직

물 매염제로서의 용도가 중요시되면서 이에 따른 독성

문제가 주된 관심으로 떠 오르게 되었다[4]. 본 연구는 

FeCl2의 독성을 피부 측면에서 알아보기 위하여 피부 

구성 세포인 NIH3T3 섬유아세포를 배양한 후 FeCl2

가 100∼140 uM로 각각 포함된 배양액에서 48시간 

배양하였다. 그 결과, FeCl2는 농도에 따라 세포생존율

을 유의하게 감소시켰으며, 또한, XTT50값이 136.7 

uM로서, 이는 Borenfreund와 Puerner에 의해 중간

독성으로 나타났다[14]. 이 결과는 Tiffani-Gastiglioi 

등[5]에 의한 FeCl2의 신경독성에 관한 연구 결과와도 

일치하였다. 이 같은 FeCl2의 독성현상은 세포 내 단백

질합성 억제[15] 또는 세포 내 칼슘 체널의 손상[16] 같

은 요인을 배제할 수는 없지만, 이 보다 FeCl2의 산화

적 손상에 의한 가능성이 클 것으로 생각한다. 이 같은 

근거의 하나로 납과 같은 중금속 화합물의 붕괴 시 자

유라디칼을 발생한다고 제시되었으며[17], 또한 FeCl2

와 같은 철 화합물인 FeSO4의 독성이 vitamin E에 의

해 방어되었다는 연구보고가 이를 증명하고 있다[2]. 따

라서, 본 연구에서는 FeCl2의 독성과 산화적 손상 간의 

연관성을 밝히기 위해 FeCl2 (XTT50)를 배양세포에 처

리하기 전, 항산화제인 일종인 caffeic acid(CA), 40 

uM과 60 uM을 각각 배양세포에 2시간 전처리한 결과 

FeCl2만 처리한 것에 비하여 모두 유의한 세포생존율

의 증가를 나타냈다. 위 결과는 FeCl2의 산화적 손상이 

항산화제인 CA에 의해 방어된 것으로 이는 FeCl2 독성

에 산화적 손상이 관여하고 있음을 제시하고 있으며, 

이는 Pyo 등[2]의 연구 결과와도 일치하였다. 한편, 

FeCl2의 독성에 대한 SJ 추출물의 영향조사에 있어서, 

SJ 추출물 70 µg/mL와 100 µg/mL 처리에서 FeCl2만

의 처리 결과보다 모두 세포생존율의 유의한 증가를 나

타내 FeCl2의 독성을 방어하였다. 이는 산사(Crataegi 

fructus, CF) 추출물이 FeSO4의 독성을 방어하였다는 

연구 결과와도 일치하였는데[17]. 이 같은 현상은 SJ 추

출물 속에 함유된 항산화 성분들의 상호작용에 기인한 

것으로 생각된다. 따라서, 본 연구에서는 SJ 추출물의 

항산화 성분함량조사를 시행한 결과 총 polyphenol과 

flavonoid는 각각 58.6 mg/g과 29.3 mg/g으로 나타

났다. 본 결과는 항산화능이 높은 지금초(Euphorbiae 

humifusae L., EH) 추출물의 51.2 mg/g, 26.5 mg/g

과 비교해 볼 때 거의 유사한 함량 수준임을 알 수 있었

다[18]. 이는 곧 SJ 추출물이 EH 추출물처럼 높은 항산

화능이 있음을 증명하고 있다. 따라서, 본 연구에서는 

SJ 추출물의 항산화능을 SAR-소거능과 SOD-유사 활

성능을 통해 알아보았다. 먼저, 추출물의 SAR-소거능

에 있어서, SJ 추출물 70 µg/mL, 100 µg/mL에서 각

각 11.4%와 22.7%로 대조군에 비해 모두 유의한 소거

능을 보였다. 이는 자귀나무(Albizzia julibrussin, AJ)

잎 추출물(100 µg/mL)의 28.8%에 비하면 다소 낮으

나 20% 이상의 높은 소거능을 보였다[3]. 한편, SOD-

유사 활성능에 있어서는, SJ 추출물 70 µg/mL, 100 

µg/mL에서 각각 16.9%와 28.8%로 대조군에 비해 모

두 유의한 유사 활성능을 보였다. 본 결과는 EH 추출물

(100 ug/mL)의 27.8%에 비해 거의 비슷한 유사 활성

능을 보였다[18]. 이같이 SJ 추출물이 SAR-소거능과 

SOD-유사 활성능 항산화능을 보인 것은 SJ 추출물 속

에 함유된 항산화 성분들의 상호작용 결과라 생각된다. 

5. 결론 

본 연구 목적은 염화제일철(FeCl2)의 세포독성과 석

잠풀(SJ) 추출물의 항산화 효과를 배양 NIH3T3 섬유아

세포를 이용하여 분석하였으며, FeCl2의 독성을 산화적 

손상 측면에서 조사하였다. 이를 위해, 세포생존율을 비

롯한 과산화음이온 (SAR)-소거능 및 슈퍼옥사이드 디

스뮤타제(SOD)-유사 활성능을 분석하였다. 그 결과 

FeCl2는 처리 농도에 비례하여 세포생존율의 유의한 

감소를 보여 중간 독성으로 나타났으며 또한, caffeic 

acid는 FeCl2로 감소 된 세포생존율에 대하여 유의한 

증가를 보였다. FeCl2의 독성에 대한 SJ 추출물의 처리

는 유의한 세포생존율의 증가와 함께 SAR-소거능과 

SOD-유사 활성능과 같은 항산화 효과를 보였다. 결론

적으로, SJ 추출물과 같은 천연소재는 항산화제와 같은 

대체물질 개발에 있어 기초자료로서의 활용적 가치가 

클 것으로 생각된다.
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