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서 론

연안환경(coastal environments)은 토양 수분, 

영양분, 염분, 염수분무(salt spray) 등과 같은 열악한 

환경으로 인해 식물성장이 제한되며, 그로 인해 

제한된 수의 내염성을 가지는 종의 성장과 생존에 
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갯완두(Lathyrus japonicus) 에탄올 추출물의 항산화 및 항염증 
효능

Antioxidant and anti-inflammatory activities of Lathyrus 
japonicus ethanol extracts
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Abstract In the present study, the antioxidant and anti-inflammatory activities of ethanolic extracts 
from Lathyrus japonicus at concentrations of 50, 100, and 200 μg/mL were investigated in 
LPS-stimulated, RAW264.7 cells. Antioxidant properties were determined using 2,2-di-
phenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 
(ABTS) radical scavenging assays and ferric reducing antioxidant power assay. In addition, the 
production of reactive oxygen species (ROS) was measured using the 2′,7′-dichlorofluorescein 
diacetate (DCFH-DA) probe by flow cytometry. To examine the anti-inflammatory activity of 
the extracts of L. japonicus, their effects on the levels of nitric oxide (NO); production of cytokines 
such as interleukin (IL)-1β, IL-10, and tumor necrosis factor-α (TNF-α); and the activities of 
enzymes such as inducible NOS (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) were assessed. The IC50 
values of the DPPH and ABTS radical scavenging assays were 476.09 ± 1.50 and 34.91 ± 0.37 
μg/mL, respectively. In addition, L. japonicus extracts not only inhibited ROS production, but 
also the production of NO, IL-1β, and IL-10, and the activity of iNOS in a dose-dependent manner. 
In summary, the ethanolic extracts of L. japonicus could be used as a functional food additive 
and an anti-inflammatory agent owing to their antioxidant and anti-inflammatory activities
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간접적으로 영향을 미치게 된다[1]. 염생식물은 

해변이나 바다쪽 가장자리 지역에 서식하기 때문에 

비래염분(airborne salt)과 토양의 높은 삼투압으로 

인한 염분 스트레스에 노출되며, 이는 폴리페놀 

합성과 축적에 영향을 미치는 것으로 알려져 

있다[2]. 염생식물 중 갯완두(Lathyrus japonicus)는 

유럽, 아시아, 북미, 칠레 등의 해안사구(coastal sand 
dunes)에 서식하는 다년생 콩과(Fabaceae) 
식물이다[3]. 이 종의 종자는 해수에서 최대 5년 

동안 생존할 수 있고, 가벼워 해류를 통해 연안 지역 

전체에 퍼지며, 단단한 외피가 모래와 자갈과의 

마찰을 통해 마모가 되면서 발아가 발생하게 

된다[4]. 또한, 해당 종은 수명이 길며 해안의 변화나 

인간에 의해 제거되지 않는 이상 사라지지 않는 

것으로 알려져 있다[5]. 이러한 갯완두는 스크리닝 

단계에서의 알도즈 환원효소 억제[6], 히스타민 

분비 억제[7], 인슐린 저항성에 관련된 효소인 pro-
tein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) 억제[8], 
관상심장 질환과 연관된 lipoprotein-associated phos-
pholipase A2 (Lp-PLA2)억제[9], nuclear factor of acti-
vated T cells (NFAT) 저해[10] 효능 등에 대한 

연구만이 진행되어 있어, 갯완두 추출물의 항염증 

및 항산화 효능에 대한 추가적인 연구가 필요한 

실정이다. 
비공유전자를 가지고 있는 과산화수소(hydrogen 

peroxide, H2O2), 슈퍼옥사이드 음이온(O2
−·) 및 

하이드록시 라디칼(·HO)을 포함하는 불안정하고, 
반응성이 높은 활성산소종(reactive oxygen species, 
ROS)은 정상적인 조건에서는 superoxide dismutase 
(SOD), glutathione peroxide (Gpxes) 및 catalase와 

같은 효소와 저분자 항산화제에 의해 ROS 수준이 

유지되며 세포의 신호전달물질로도 사용된다[11]. 
하지만 자외선(UV)이나 화학물질과 같은 

외부요인에 의해 과잉 생산된 ROS는 DNA, 세포막, 
단백질 등을 손상시키는 산화적 스트레스를(ox-
idative stress) 유발하여 암, 간손상, 심혈관 질환 등 

여러 질병들과 노화를 유발한다고 알려져 

있다[12,13]. 따라서 비타민 C, 카르티노이드 및 

플라보노이드 등이 포함된 과일과 채소의 섭취는 

건강에 도움을 주며, 상대적으로 가격이 저렴하고 

대량생산이 가능한 합성항산화제의 발암성 및 

독성과 같은 안전성 문제를 해결하기 위해 

천연항산화제 개발이 많은 관심을 받고 있다[14,15].
염증(inflammation)은 급성 또는 만성으로 

나뉘는데, 급성염증(acute inflammation)은 

초기반응으로 손상된 조직으로 혈장(plasma)과 

호중구(neutrophils) 및 대식세포(macrophages)와 

같은 면역계 세포의 이동이 특징이며, 
만성염증(chronic inflammation)은 손상된 조직의 

파괴와 치유가 동시에 일어나며 세포의 점진적인 

변화와 관련이 있다[16]. 염증반응에서 

대식세포(macrophage)는 식균작용(phagocytosis)을 

통해 신체를 보호하며, 이 과정에서 interleukins 
(ILs), tumor necrosis factor-α (TNF-α), 산화질소(nitric 
oxide, NO), prostaglandin E2 (PGE2)등과 같은 염증성 

매개인자들을 분비하게 된다[17]. 이러한 염증은 

미생물, 독소, 알레르기 등으로부터 신체를 

보호하기 위한 반응의 일종이지만, 제어되지 않는 

만성염증은 조직에 해로운 영향을 주며 이로 인해 

다양한 염증성 질환을 유발하게 된다[18]. 이를 

위해, 비스테로이드성 항염증제(nonsteroidal anti-in-
flammatory drugs)가 치료에 사용되지만, 위장관 

출혈(gastrointestinal bleeding), 심장마비(heart attack), 
뇌졸중(stroke) 등을 유발할 수 있어 부작용이 없는 

천연 항염증제 개발에 대한 관심이 높다[19].
따라서 본 연구에서는 염생식물 중 갯완두 

주정추출물의 항산화 및 항염증 효과를 

평가함으로써 기능성 식품소재 및 염증성 질환 예방 

또는 치료용 약학 조성물로서의 활용 가능성을 

확인하고자 하였다.

재료 및 방법

재료

세포배양에 사용된 dulbecco’s modified eagle me-
dium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), pen-
icillin/streptomycin (PS), phosphate-buffered saline 
(PBS), distilled water (DW)는 Gibco (Grand Island, 
NY, USA)에서 구입하여 사용하였다. 갈릭산(gallic 
acid), sodium carbonate (Na2CO3), dimethyl sulfoxide 
(DMSO), ammonium persulfate, 2,2′-azino-bis(3-eth-
ylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammoniumsalt 
(ABTS), 아스코르브산(ascorbic acid), 
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트롤록스(trolox), lipopolysaccharide (LPS), 
에탄올(EtOH)은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
USA)에서 구입하였다. Folin-Ciocalteu's phenol re-
agent는 Merk (Darmstadt, Germany)에서 

구입하였으며, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH)는 Alfa Aesar (Haverhill, MA, USA)에서 

구입하여 사용하였다.

갯완두 에탄올 추출

갯완두는 2021년 6월 강원도 강릉시 주문진읍 

주문진해수욕장 근처에서 확보하였다. 확보된 

갯완두는 수세 후, 동결건조시켜 분쇄하고, 70% 
에탄올을 사용하여 3회 초음파 추출하였다. 
추출물은 여과 후 회전감압농축기를 사용하여 

농축하고 동결건조시켜 분말화 하여 DMSO에 100 
mg/ml의 농도로 제조한 후 실험에 사용하였다. 

총 폴리페놀 함량

갯완두 추출물의 총 폴리페놀 함량을 확인하기 

위해, 갯완두 추출물 용액 20 μL와 1 N 
Folin-Ciocalteu 페놀 시약 100 μL를 96 웰 마이크로 

플레이트에 분주하고, 상온 암실에서 반응 시켰다. 
5분 후, 혼합용액에 7.5% 탄산나트륨(Na2CO3)용액 

80 μL를 넣고, 상온 암실에서 20분 동안 반응시키고 

흡광도 765 nm에서 측정하였다. 검량선은 

갈릭산(gallic acid)를 기준물질로 사용하여 총 

폴리페놀 함량을 계산하였다.

항산화 효능

갯완두 추출물의 항산화 활성은 DPPH, ABTS 
라디칼 소거 활성 및 FRAP assay로 확인하였다. 
양성대조군으로는 아스코르브산과 트롤록스를 

사용하였다.
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 라디칼 소거 

활성 시험은 농도별로 제조한 갯완두 추출물 100 
μL와 DPPH 용액 100 μL를 96 웰 마이크로 

플레이트에 혼합한 후, 암실에서 30분간 반응시킨 

다음 분광광도계를 사용하여 517 nm에서 흡광도를 

측정하였다.
ABTS 라디칼 소거 활성 시험은 7 mM ABTS 

용액과 2.45 mM 황산 암모늄 용액을 혼합한 후 상온 

암실에서 16-18 시간 반응시키고, 흡광도 745 
nm에서 흡광도 값이 0.700±0.002이 나오도록 

증류수로 희석하였다. 희석된 ABTS 용액 150과 

농도별로 제조한 갯완두 추출물 50 μL를 96 웰 

마이크로 플레이트에 혼합시키고, 상온 암실에서 

20분 동안 반응 시킨 다음 745 nm에서 흡광도를 

측정하였다.
FRAP assay는 sigma사 Ferric Reducing Antioxidant 

Power (MAK369) assay kit 매뉴얼에 나와 있는 

방법으로 실험을 진행하였다. 농도별로 제조한 

갯완두 추출물 10 μL와 FRAP assay buffer, 
염화철(FeCl3)및 FRAP probe로 혼합된 반응 용액 

190 μL를 96 웰 플레이트에 혼합하고 37℃에서 60분 

동안 반응 시킨 후, 594 nm에서 흡광도를 

측정하였다.

세포독성 및 NO 및 PGE2 생성 억제

갯완두 추출물의 세포독성을 확인 하기 위해 Cell 
Counting Kit-8 (CCK-8)을 사용하였다. RAW264.7 
세포 3×105 cell/mL를 24 웰 플레이트에 분주하고, 
24시간 동안 배양하였다. 세포배지에 농도별로 

희석한 갯완두 추출물을 세포에 처리한 후, 1시간 

뒤에 LPS를 처리하였다. 24시간 배양 후, CCK-8 
용액을 첨가하여 4시간 동안 반응시키고, 흡광도 

450 nm에서 플레이트를 측정하여, 무처리 그룹과 

흡광도 값 비교를 통해 독성 정도를 확인하였다.
NO 생성 억제 효능을 확인하기 위해, 세포독성 

확인 방법처럼 RAW264.7 세포를 24 웰 플레이트에 

분주하여 24시간 동안 배양하였다. 세포배지에 

농도별로 희석한 갯완두 추출물을 세포에 처리한 

후, 1시간 동안 LPS를 처리하고 24시간 동안 

배양하였다. 24시간 배양 후, Thermo사 Griess re-
agent kit의 N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydro-
chloride (Component A)와 Sulfanilic acid (Component 
B)를 1:1로 혼합한 반응액 20 μL과 증류수 130 μL와 

세포배양 상층액 150 μL를 96 웰 마이크로 

플레이트에 혼합한 후, 실온 암실에서 30분동안 

반응시키고 흡광도 548 nm에서 마이크로 

플레이트를 측정하여, LPS 처리 그릅과 흡광도 값 

비교를 통해 NO 생성 억제 효능을 평가하였다. 
Nitrite standard solution (Component C)를 사용하여 
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표준농도 곡선을 구한 후 nitrite의 농도를 

계산하였다.
PGE2 생성 억제를 평가하기 위해 RAW264.7 

세포를 24 웰 플레이트에 분주하여 24시간 동안 

배양하였다. 세포배지에 농도별로 희석한 갯완두 

추출물을 세포에 처리한 후, 1시간 뒤에 LPS를 

처리하고 24시간 동안 배양하였다. 24시간 배양 후 

상측액을 회수하여 PGE2 ELISA kit (Enzo Life 
Sciences, US) 제조사 방법에 따라 실험을 

진행하였다. PGE2 생성 정도는 흡광도 405 nm에서 

측정하였다.

세포내 ROS 생성 억제

갯완두 추출물의 세포내 ROS 생성 억제 효능을 

평가하기 위해, H2DCFDA (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA)를 사용하여 flow cytometry를 통해 

측정하였다. 먼저 RAW264.7 세포 3×105 cell/mL를 

6 웰 플레이트에 분주하고, 24시간 동안 배양하였다. 
세포배지에 농도별로 희석한 갯완두 추출물을 

세포에 처리한 후, 1시간 뒤에 LPS를 처리하였다. 
24시간 배양 후, PBS로 2번 세척 후에 회수하여 

원심분리 시키고, 배지에 희석된 10 μM DCFDA로 

37℃에서 30분간 반응시켰다. 이후 PBS로 2번 

세척하고 flow cytometry를 통해 ROS 생성 억제능을 

평가하였다.

사이토카인 분비 억제

갯완두 추출물의 IL-1β (ab197742), IL-10 
(ab100697), TNF-α (ab208348) 분비 억제에 대한 

효능을 확인하기 위해 LPS로 자극된 RAW264.7 
세포에 갯완두 추출물을 농도별로 처리하여 실험을 

진행하였다. 먼저 RAW264.7 세포 3×105 cell/mL를 

6 웰 플레이트에 분주하고, 24시간 동안 배양하였다. 
세포배지에 농도별로 희석한 갯완두 추출물을 

세포에 처리한 후, 1시간 뒤에 LPS를 처리하고 

24시간 동안 배양하였다. 이후 상층액을 가지고 

각각 ELISA kits 제조사에서 제시한 방법대로 96 웰 

플레이트에 실험을 진행하여 분비 억제 정도를 

흡광도 450 nm에서 측정하였다 갯완두 추출물의 

IL-1β, IL-10, TNF-α 생성 억제 정도는 각 kit에 

포함된 standard solution을 사용하여 표준농도 

곡선을 그린 후 농도를 계산하였다.

iNOS 및 COX-2 발현

갯완두 추출물의 iNOS (ab253219)와 COX-2 
(ab210574) 단백질 활성화에 대한 효능을 알아보기 

위해 LPS로 자극된 RAW264.7 세포에 갯완두 

추출물을 농도별로 처리하고 세포 단백질 추출물을 

확보하여 실험을 수행하였다. 먼저 RAW264.7 세포 

3×105 cell/mL를 6 웰 플레이트에 분주하고, 24시간 

동안 배양하였다. 세포배지에 농도별로 희석한 

갯완두 추출물을 세포에 처리한 후, 1시간 뒤에 

LPS를 처리하고 24시간 동안 배양하였다. 이후 

세포를 회수하여 ELISA kits 제조사에서 제시한 

방법대로 세포 추출 용액으로 세포 단백질을 

추출하고 96 웰 플레이트에 실험을 진행하여 단백질 

활성화 정도를 흡광도 450 nm에서 측정하였다. 
iNOS 및 COX-2 단백질 활성 정도는 kit에 있는 

standard solution을 사용하여 표준농도 곡선을 그린 

후 농도를 계산하였다.

통계처리

모든 실험을 통해 얻은 결과는 평균± 
표준편차(means ± SD)로 표시하였고, 통계학적 

분석은 IBM SPSS Statistics 18 (SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA)을 사용하여 분석하였으며, 통계적 유의성 

검정은 일원배치 분산 분석(one way analysis of var-
iance, ANOVA)과 함께 Duncan 방법을 통해 p < 0.05 
수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

갯완두 추출물의 총 폴리페놀 함량

일반적으로 페놀 화합물의 함량이 높을수록 

항산화 및 항염증 활성이 우수하다고 알려져 있어, 
이를 확인하기 위해 폴리페놀 함량을 측정하였다. 
70% 에탄올을 사용하여 추출한 갯완두 추출물의 총 

폴리페놀 함량을 분석한 결과, 폴리페놀 함량은 

37.31±2.60 mg/g으로 확인되었다. 갯완두 폴리페놀 

함량에 대한 연구는 보고된 바가 없으며, 
플라보노이드 함량은 시료 채집 위치마다 큰 차이를 

보였으나, 내륙 및 해안 개체군 간의 큰 차이는 

없다고 보고되어 있다[2]. 같은 Lathyrus species에 

속하는 몇몇 식물에 대한 총 폴리페놀 함량에 대해 

살펴보면, 종자와 지상부 메탄올 추출물 폴리페놀 
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함량이 L. aphaca는 75.33 및 22.36, L. aureus는 29.90 
및 67.60, L. cicera는 5.8 및 13.85, L. sphaericus는 

288.89 및 273.16 mg/g으로 보고되었다[20]. 
Pastor-Cavada 등[21]에 따르면 스페인에 서식하는 

15종의 Lathyrus species의 메탄올 추출물의 

폴리페놀 함량을 확인한 결과 3.8에서 29.2 mg/g으로 

보고되었다. 이전에 보고된 다른 염생식물에 대한 

폴리페놀 함량을 살펴보면, 갯사상자(Cnidium japo-
nicum)의 80% 에탄올, 80% 메탄올, 물 추출물의 

경우 21.79, 22.14, 15.66 mg/g의 폴리페놀 함량을 

보이는 것을 확인할 수 있었다[22]. 또한, 
갯메꽃(Calystegia soldanella), 모래지치(Messerschmidia 
sibirica), 순비기나무(Vitex rotundifolia), 해당화(Rosa 
rugosa)의 잎과 줄기 메탄올 추출물의 경우, 각각 

21.25 및 11.22, 63.52 및 22.63, 35.52 및 12.30, 110.20 
및 65.71 mg/g의 폴리페놀 함량을 보이는 것을 

확인하였으며[23], 이는 염생식물의 종류와 부위, 
추출 용매에 따라 폴리페놀의 함량의 차이가 있음을 

나타낸다. 그 외에도 이러한 총 폴리페놀 함량의 

차이는 염생식물 채취 시기, 장소, 추출 방법 등에 

따라 영향을 미치는 것으로 알려져 있다.

Figure 1. Antioxidant activities such as (A) DPPH, ABTS 
radical scavenging and (B) FRAP of L. japonicus 70% EtOH 
extracts. 

갯완두 추출물의 항산화 효능

갯완두 추출물의 항산화 효능을 평가하기 위해, 
DPPH, ABTS 라디칼 소거능 및 FRAP assay를 

수행하였다(Figure 1). DPPH 라디칼 소거능 

활성에서 갯완두 추출물의 IC50값은 476.09±1.50 
μg/mL이였으며, 양성대조군으로 사용된 

아스코르브산과 트롤록스의 IC50값은 각각 

6.36±0.03 및 8.68±0.11 μg/mL으로 나타났다. ABTS 
라디칼 소거능의 경우 갯완두 추출물의 IC50값은 

34.91±0.37 μg/mL이였으며, 양성대조군인 

아스코르브산과 트롤록스의 IC50값은 각각 

3.90±0.02 및 3.49±0.02 μg/mL으로 나타났다. 이러한 

항산화 결과 값의 차이가 나는 이유는, DPPH와 

ABTS는 각각 자유라디칼 소거와 양이온 라디칼을 

소거하는 차이가 있어 측정결과 값이 다르게 나오는 

것으로 보인다[24]. FRAP 환원능 결과에서는 

갯완두 추출물 12.5, 25, 50, 100 μg/mL에서 

157.44±0.67, 288.06±1.60, 499.83±0.48, 671.56±9.99 
μM의 FRAP 값을 보여 농도의존적으로 높아지는 

것을 확인하였으며, 양성대조군인 아스코르브산의 

경우 2.2 μg/mL에서 528.56±4.42 μM의 FRAP 값을 

나타냈다.
이전 연구를 살펴보면, 갯완두 잎과 줄기 80% 

메탄올 추출물의 경우 50 μg/mL에서 20% 이하의 

DPPH 라디칼 소거 효능을 나타냄을 

확인하였으며[25], 다른 연구에서는 갯완두 메탄올 

추출물 100 μg/mL의 농도에서 DPPH 및 ·HO 라디칼 

소거능 활성이 81.12 및 89.30%으로 나타냄을 

보고하였다[26]. Lee 등[27]은 갯완두를 

다이클로로메탄(CH2Cl2)으로 1차 추출 후 남은 

잔사를 메탄올로 2차 추출한 추출물은 100 μg/mL 
농도에서 DPPH 라디칼 소거능이 각각 12.49 및 

6.30%를 나타낸다고 보고하였다. 또 다른 

연구에서는 갯완두 메탄올 추출물이 513 μg/mL 
농도에서 50% DPPH 라디칼 소거능을 보였으며, li-
noleic acid 자동산화 저해활성은 없는 것으로 

보고하였다[28]. 이러한 보고들을 바탕으로 

갯완두의 항산화 효능은 추출방법, 시기, 부위에 
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따라 효능 결과가 다르게 나오는 것으로 판단된다.

Figure 2. Effect of L. japonicus 70% EtOH extracts on (A) 
cell viability, (B) NO production, and (C) PGE2 pruduction 
in LPS-stimulated RAW264.7 cells. Data are mean ± SD of 
three independent experiments. #p < 0.05 vs. the non-treated 
group, *p < 0.05 vs. the sample treated group.

갯완두 추출물의 세포독성, NO 및 PGE2 생성 억제 

효능

NO는 신경계와 면역계에서 생리적 기능을 

담당하며, 위장관 운동 조절과 전염병 및 종양에 

대한 방어 메커니즘 등에 관여하지만, 과도한 NO의 

생성은 염증을 유발하여 신경손상, 조직손상과 같은 

다양한 문제를 초래하게 된다[29,30]. 먼저 갯완두 

추출물의 세포내 독성유무를 판단하기 위해 

RAW264.7 세포에 갯완두 추출물을 50, 100, 200 
μg/mL로 처리하고, 24시간 뒤에 CCK-8을 활용하여 

독성유무를 판단하였다(Figure 2A). 그 결과 

RAW264.7 세포에서 LPS를 포함한 모든 추출물 

처리군에서 독성이 나타나지 않음을 확인하였다. 
다음으로 NO 생성에 대한 갯완두 추출물의 효능을 

평가하기 위해 NO assay를 실시한 결과, nitrite 
농도가 LPS를 처리하지 않은 그룹은 2.41±0.25 
μM이였으며, LPS를 처리한 그룹은 27.96±0.57 
μM로 증가된 것을 확인할 수 있었다(Figure 2B). 
갯완두 추출물을 처리한 그룹은 50, 100, 200 μg/mL 
농도에서 27.89±0.33, 25.67±0.23, 21.44±0.29 μM로 

nitrite 농도가 갯완두 추출물 농도의존적으로 

낮아지는 것을 확인하였다. 하지만, 갯완두 

추출물의 경우 PGE2 생성 억제 효능은 없는 것으로 

확인되었다(Figure 2C). 세포내에서 이전에 갯완두 

추출물을 활용한 염증억제 활성을 연구한 결과는 

없으나, NO 라디칼 소거능 활성에서 L. aphaca, L. 
aureus, L. cicero, L. sphaericus, L. digitatus, L. setifo-
lius 등 6종의 종자 및 지상부 메탄올 추출물 모두 

IC50값이 1000 μg/mL 이상으로 NO 라디칼 소거능 

활성이 저조한 것을 알 수 있었다[20]. 

갯완두 추출물의 세포내 ROS 생성 억제 평가

2′,7′-dichlorodihydrofluorescein (DCFH)는 ROS 
또는 활성질소종(reactive nitrogen species, RNS)에 

의해 형광성이 높은 2′,7′-dichlorofluorescein 
(DCF)로 산화되며, 이는 현미경, 유세포분석 등에 

의해 ROS 형성 정도를 관찰할 수 있어 많은 연구에 

사용되고 있다[31]. 따라서 세포내 ROS 생성에 대한 

갯완두 추출물의 효능을 확인하기 위해, RAW264.7 
세포에 LPS를 처리하여 산화적 스트레스를 유도한 

후 DCFDA 형광을 통해 세포내 항산화 정도를 

측정하였다(Figure 3). RAW264.7 세포에 LPS를 

처리하게 되면 ROS가 생성되어 fluorescence in-
tensity가 처리하지 않은 그룹과 비교하여 

오른쪽으로 이동된 것을 확인할 수 있었다. 하지만 

LPS를 처리한 그룹에 갯완두 추출물을 50, 100, 200 
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μg/mL 농도로 처리하면 fluorescence intensity가 

농도가 높아질수록 왼쪽으로 이동하는 것을 확인할 

수 있었다. 마찬가지로 양성대조군인 아스코르브산 

100 μg/mL 또한 LPS 처리 그룹과 비교하여 fluo-
rescence intensity가 확연하게 왼쪽으로 이동된 것을 

확인할 수 있었다. fluorescence intensity를 그래프로 

표현했을 때 LPS를 처리한 그룹과 비교하여 갯완두 

추출물의 농도가 50, 100, 200 μg/mL로 높아질수록 

81.19±0.27, 65.69±0.43, 63.38±0.41%로 ROS 생성이 

억제되는 것을 확인할 수 있었으며, 아스코르브산의 

ROS 생성 억제 효능은 44.62±0.11%으로 

확인되었다. 이는 갯완두 추출물이 항산화 효능을 

보이는 것처럼 세포내에서도 LPS에 의해 발생된 

ROS를 억제하는 효능이 있음을 확인하였다.

Figure 3. Effect of L. japonicus 70% EtOH extracts on ROS 
production in LPS-stimulated RAW264.7 cells. DCF 
fluorescence was investigated using flow cytometry. AA, 
ascorbic acid. Data are mean ± SD of three independent 
experiments. #p < 0.05 vs. the non-treated group, *p < 0.05 
vs. the sample treated group.

Figure 4. Effect of L. japonicus 70% EtOH extracts on (A) 
IL-1β, (B) IL-10, and (C) TNF-α production in 
LPS-stimulated RAW264.7 cells. Data are mean ± SD of 
three independent experiments. #p < 0.05 vs. the non-treated 
group, *p < 0.05 vs. the sample treated group.

갯완두 추출물의 cytokines (IL-1β, IL-10 및 TNF-α) 
생성 억제 효능

염증 반응에서 발생하는 IL-1β, TNF-α 등과 같은 

전염증성 사이토카인(proinflammatory cytokine)과 

IL-10 등과 같은 항염증성 사이토카인(anti-in-
flammatory cytokine)은 다양한 염증성 질환에 
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관여한다고 보고되어 있다[32]. 따라서, 갯완두 

추출물이 전염증성 사이토카인의 생성에 효과가 

있는지 실험을 통해 확인하였다(Figure 4). 염증 유발 

물질인 LPS를 RAW264.7 세포에 처리하였을때, 
IL-1β, IL-10 및 TNF-α 모두 무처리 그룹과 비교하여 

전염증성 사이토카인이 현저히 증가한 것을 확인할 

수 있었다. LPS로 처리된 RAW264.7 세포에 갯완두 

추출물을 50, 100, 200 μg/mL 농도로 처리하고 

IL-1β를 확인한 결과, 100 및 200 μg/mL 농도에서 

LPS 처리 그룹(23.42±0.42 pg/mL)과 비교하여 각각 

18.17±0.79 및 4.10±0.11 pg/mL로 감소한 것을 

확인할 수 있었다. 마찬가지로 IL-10의 경우에도 

갯완두 추출물 50, 100, 200 μg/mL 농도로 처리한 

결과, LPS 처리 그룹(283.83±3.00 pg/mL)과 

비교하여 각각 194.51±29.41, 187.58±8.92, 
117.22±6.24 pg/mL로 농도의존적으로 감소하는 

것을 알 수 있었지만, TNF-α의 경우 갯완두 

추출물에 의해 농도가 감소하지 않는 것을 

확인하였다. 이전 연구결과를 살펴보면 전염증성 

사이토카인과 항염증성 사이토카인을 같이 

억제하는 연구[33]와 항염증성 사이토카인의 

생성을 유도하는 연구도 있으며[34], 다른 

사이토카인들은 억제하나 항염증성 사이토카인은 

영향을 주지 않는 연구가 있어[35], 항상 모든 

전염증성 사이토카인이 효능물질에 의해 억제되지 

않는 것을 알 수 있다[36,37]. 이러한 연구결과들을 

바탕으로, 갯완두 추출물의 경우 LPS에 의해 생성된 

TNF-α에는 관여하지 않지만, IL-1β와 IL-10의 

생성과 억제에는 관여하여 항염증 효과를 나타내는 

것으로 판단된다.

갯완두 추출물의 iNOS 및 COX-2 발현 억제 효능

NOS는 endothelial NOS (eNOS), neuronal NOS 
(nNOS), inducible NOS (iNOS)와 같은 3가지 타입의 

단백질이 있으며, 특히 iNOS는 대식세포에서 LPS와 

사이토카인과 같은 염증 인자에 의해 발현되고, NO 
생성을 자극하게 된다[38]. Cyclooxygenase (COX)는 

대부분의 정상 포유류 조직에서 발현되는 COX-1과 

성장인자, 염증성인자와 같은 자극에 의해 발현되는 

COX-2가 있으며, COX-2의 경우 PGE2생성에 

관여한다[39]. 따라서 iNOS와 COX-2 단백질 발현에 

대한 갯완두 추출물의 효능을 확인하기 위해, ELISA 

kit를 사용하여 확인하였다(Figure 5A and B). LPS로 

자극된 RAW264.7 세포 단백질 추출물은 LPS를 

처리하지 않은 세포 단백질 추출물 285.63±2.65 
pg/mL 보다 높은 9717.38±21.39 pg/mL의 iNOS 
활성을 나타냈다. 그러나 24시간 동안 갯완두 

추출물을 50, 100, 200 μg/mL의 농도로 처리했을 때, 
LPS로 증가된 iNOS 활성이 5892.38±69.47, 
3811.13±56.39, 986.50±97.93 pg/mL의 농도로 

현저하게 억제되는 것을 확인할 수 있었다. COX-2 
활성 또한 LPS를 처리했을 때 24시간 뒤에 세포 

단백질 추출물에서 현저하게 증가하였으나, 갯완두 

추출물에 의해 COX-2 활성이 억제되지는 않았다. 
이러한 결과들을 바탕으로 갯완두 70% 에탄올 

추출물은 항산화 효능과 더불어 iNOS 단백질 발현 

억제를 통한 NO 생성 억제에 관여하는 것을 알 수 

있었다.

Figure 5. Effect of L. japonicus 70% EtOH extracts on (A) 
iNOS and (B) COX-2 concentration in LPS-stimulated 
RAW264.7 cells. Data are mean ± SD of three independent 
experiments. #p < 0.05 vs. the non-treated group, *p < 0.05 
vs. the sample treated group.
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결 론

본 연구에서는 염생식물 중 하나인 갯완두 70% 
에탄올 추출물의 항산화 및 항염증 효능을 평가하여 

기능성 소재로의 가능성을 평가하였다. 갯완두 

추출물은 항산화 DPPH, ABTS 라디칼 소거능과 

FRAP assay를 통해 평가하였으며, RAW264.7 
세포내에서 ROS 생성 억제능을 통해 항산화 효능이 

있음을 증명하였다. 마찬가지로, LPS로 자극된 

RAW264.7 세포에서 NO 생성능, 사이토카인(IL-1β, 
IL-10, TNF-α) 발현 억제와 iNOS 및 COX-2 단백질 

발현에 대한 연구를 통해 염증 억제에 대한 효능도 

수행하였다. 그 결과 갯완두 추출물은 IL-1β, 
IL-10과 iNOS 단백질 활성화를 저해시켜 염증 억제 

효능을 보이는 것으로 판단된다. 따라서 갯완두 

추출물은 기능성 식품소재 및 염증성 질환 예방 및 

치료 소재로 활용할 수 있을 것으로 판단된다.
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