
Effect of Fractions From Stachys sieboldii Miq. Root on Antioxidant,
Anti-inflammation and Smad Signaling

Jung Woo Lee, Myungwon Choi and Sun Young Lim*

Division of Convergence on Marine Science, Korea Maritime & Ocean University, Busan 49112, Korea

Received January 7, 2024 /Revised March 28, 2024 /Accepted April 4, 2024

We investigated to analyze total flavonoid content and fatty acid composition of Stachys sieboldii 
Miq root. In order to determine antioxidant and anti-inflammatory effects of fractions from S. sieboldii 
Miq. root, we conducted 1.1-Diphenyl-2-picryhydrazyl (DPPH) and 2,2′-Azino-bis (3-ethylbenothiazo-
line-6-sulfonic acid) diammonium salt radical cation (ABTS) assays for antioxidant and measured nitric 
oxide (NO) production induced by lipopolysaccharide (LPS) in RAW 264.7 cells. In addition, we exam-
ined an inhibitory effect of fractions from S. sieboldii Miq. root on smad signaling  induced by trans-
forming growth factor (TGF) β. Among the fractions, n-butanol (n-BuOH) fraction showed the highest 
flavonoid content (16.67 mg/g), followed by n-Hexane, water and 85% aqueous methanol (85% aq. 
MeOH) fractions. The fatty acid composition of S. sieboldii Miq. root was in the following order 
: n-6 fatty acids (54.3%) > n-3 fatty acids (21.2%) > saturated fatty acids (19.7%) > n-9 fatty acids 
(3.6%). As a result of the antioxidant efficacy, the DPPH and ABTS assays showed that n-BuOH 
fraction had higher scavenging activity compared to other fractions. Inhibitory effect on NO production 
showed that all fractions decreased LPS-induced NO production, indicating an anti-inflammatory activ-
ity of S. sieboldii Miq. root. 85% aq. MeOH and water fractions showed a higher efficacy in inhibiting 
transforming growth factor (TGF) β induced smad signaling. From the results, it suggests that food 
processing products using S. sieboldii Miq. root will be developed as a functional food for promoting 
health.
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서 론

초석잠은 중국의 전통적인 건강채소로서 중국, 일본 및 

러시아 등에서 주로 재배되고 있다. 초석잠은 뿌리뿐만 

아니라 잎도 식용이 가능하여 초석잠 잎은 나물로 먹거나 

말려서 차로 사용하기도 한다. 선행연구에서 초석잠 뿌리 

추출물의 플라보노이드 함량 및 항산화 활성에 대해 보고

하였고[26], Lee [25]는 초석잠 뿌리의 물 추출물 및 60% 
에탄올 추출물에서 항산화, 항균 및 항염증 효과가 나타

났다고 보고하였다. 또한 식용이 가능한 초석잠 잎에 대

해 항산화 및 세포독성 등에 대해 보고되었고[33], 초석잠 

분말을 첨가한 식품의 품질 특성 및 항산화 활성에 대해

서도 보고되었다[13]. 이러한 초석잠의 항산화 및 항염증 

효과 등으로 인해 다양한 기능성 식품 소재로써의 연구도 

진행되고 있다. 기능성 식품 소재로 개발을 위해서 건조 

방법에 따른 초석잠 분말의 품질 특성 및 항산화 활성[15] 
및 신경세포 보호 효과[34]에 대해 보고되었다. 초석잠 분

말을 첨가한 식품으로는 초석잠 분말을 첨가한 초콜릿의 

품질 특성 및 항산화 활성과 초석잠 분말을 첨가한 죽의 

항산화 활성 및 품질 특성 등이 보고되었다[10, 20, 24]. 
초석잠의 항염증 효과에 대해서는 Lee 등[27]은 알레르기

성 접촉성 피부염이 유도된 마우스에서 초석잠 에탄올 

추출물은 혈청 pro-inflammatory 사이토카인인 tumor ne-
crosis factor-α (TNF-α) 와 interleukin (IL)-4의 분비를 억제

하였다고 보고하였다. Chen 등[7]은 만성 폐쇄성 폐질환 

환자에서 초석잠 섭취는 pro-inflammatory 인자를 감소시

키고 반면 anti-inflammatory 인자는 증가시키는 활성을 보

여 치료제로서 임상 적용 가치에 대해 보고하였다. 그러

나 초석잠의 항산화 효능과 비교했을 때 항염증 효과에 

대해서는 연구가 아직은 부족한 실태이다. 
염증은 천식, 당뇨병, 퇴행성질환, 섬유증 또는 암과 같

은 여러 질병에 관여하고 유전적인 요인이 아닌 식이습관

에 따른 환경적인 요인도 염증에 중요한 역할을 한다. 적
혈가공육, 포화 또는 트렌스지방, 알코올을 기반으로 한 

가공 식품의 높은 소비는 염증 유발과 관련이 있다[4, 12, 
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31]. 또한 세포 내 미토콘드리아 산화대사로 reactive nitro-
gen species (RNS)가 생성될 수 있으며[35], 산화 대사과정

에서 과도하게 생성된 reactive oxygen species (ROS)/RNS 
은 다양한 염증 자극제로 작용하여 pro-inflammatory 사이

토카인의 합성 및 분비를 초래하는 것으로 보고되었다

[22]. 산화질소(NO)는 신경활동 및 면역방어 메커니즘[3]
을 조절하는 확산성 분자로, 많은 생리학적 및 병리학적

인 역할을 한다. 또한 체내 불포화지방산의 산화는 세포대

사 전구체 및 구조적 구성요소 역할을 하는 지질을 prosta-
glandins, leukotrienes, isoprostanes, hydroxyl 및 hydroperox-
yeicosatetraenoate를 비롯한 강력한 신호 분자로 전환되는 

것으로 알려졌으며 그 중 prostaglandins 은 염증반응, 혈관

기능 및 세포생존에 대한 수용체 의존적 조절을 유도하는 

지질 매개체이다[39]. 불포화 지방산 중 eicosapentaenoic 
acid (EPA) 및 docosahexaenoic acid (DHA)는 항염증 효과

가 있는 것으로 보고되었으며[1], Maleki 등[29]은 식물유

래의 플라보노이드의 라디칼 소거능에 의해 ROS/RNS가 

억제된다고 보고하였다. 이를 근거로 산화스트레스와 염

증 반응에 관련한 초석잠의 생리활성을 확인하고자 이번 

연구에서는 초석잠의 지방산 함량과 총 플라보노이드 함

량을 확인하였고 라디칼 소거능과 더불어 강력한 염증 

활성을 조절하는 다발성 사이토카인[28]으로 알려진 

Transforming growth factor (TGF) β signaling의 억제 효능

을 통해 항산화 및 항염증 효과에 대해 연구하였다.

재료 및 방법

실험재료

실험에 사용된 초석잠은 미산약초농장(경상북도 대구

광역시)로부터 구입하여 동결건조기를 이용하여 -70℃에

서 20 Pa의 압력으로 3일간 건조시켰다. 건조된 시료는 

분말화하여 실험 사용 전까지 -75℃ deep freezer (NF- 
400SF, NIHON FREEZER, Tokyo, Japan)에 냉동 보관하였

다. 세포배양에 사용된 DMSO의 최종 농도는 0.1% 이하

가 되도록 하였다.

초석잠 뿌리의 지질 및 지방산 추출 및 분석

지질 추출은 Folch의 방법[11]을 변형하여 실시하였으

며 간단히 요약하면 다음과 같다. 조직을 butyl hydroxy 
toluene (BHT)을 함께 함유한 methanol로 교반하여 균질화

하였다. 균질물을 1 ml 취한 후 chloroform 2 ml와 0.2 M 
NaH2PO4 1.4 ml를 넣고 교반하여 4℃, 3,000 rpm에서 3분
간 원심분리 후 지질층을 얻었다. 이와 같은 방법을 한 

번 더 진행한 뒤 질소가스를 이용하여 지질층의 유기용매

를 완전히 날린 다음 지질을 얻었다. Morrison 와 Smith의 

방법[32]에 따라 추출된 지질에 methylation용 시약인 bor-
on trifluoride (BF3) methanol 1 ml와 n-Hexane 0.4 ml를 가

한 후 1시간 동안 100℃에서 가열하였다. 1시간 후 실온까

지 충분히 냉각시킨 다음 n-Hexane 2 ml와 증류수 2 ml를 

가한 후 다시 4℃, 3,000 rpm에서 3분간 원심분리 후 상등

액을 얻었다. 이 상등액에서 질소 가스를 이용하여 유기

용매를 날린 후 얻은 지방산은 지방산 분석 전 까지 -75℃ 
deep freezer (NF-400SF, Nihon freezer, Japan)에 보관하였

다. 샘플에서 분리된 지방산을 1 μl 취하여 지방산 분석용 

gas chromatography에 주입하여 지방산을 분석하였다[37]. 
지방산 분석에 사용한 표준용액은 미국 Nu-Chek-Prep사
의 462 standard이며, 이용된 column은 silica capillary col-
umn (CP-7856, 60 m × 0.32 mm inner diameter × 0.10 μm 
film thickness)이다. 기기의 분석 조건은 injector 250℃, de-
tector (FID) 250℃, oven (initial 130℃, 분당 증가율은 175 
℃까지 4℃/min, 210℃까지 1℃/min, 245℃까지 30℃/min), 
carrier gas는 헬륨을 사용하였다. 지방산 분석은 표준용액

의 retention time 과 비교하여 정성하였고, 내부 표준물질

(22: 3n-3, methyl ester)을 이용하여 총 지방산을 정량하였

으며 각각의 지방산들은 전체 peak area의 퍼센트로 산출하

였다.

추출 및 분획

초석잠의 유기용매 추출을 위하여 acetone:methylene 
chloride를 1:1 비율로 혼합하여 초석잠이 충분히 잠기도

록 하여 24시간 방치한 후 추출하였다. 이 과정을 2회 반

복하여 얻은 여액은 40℃ 수욕 상에서 rotary vacuum evap-
orator (N-1000, Eyela, Japan)로 농축하여 acetone/methylene 
chloride (A+M) 추출물을 얻었다. A+M 용매로 추출되지 

않은 성분을 methanol (MeOH)로 추출하고자 남은 잔사에 

A+M과 동량의 MeOH을 부어 위와 동일한 방법으로 2회 

반복한 후 농축하여 MeOH 추출물을 얻었다. 두 용매로부

터 최대로 수득한 추출물을 혼합하여 다시 용매 극성에 

따라 순차적으로 분획하여 n-Hexane, 85% aqueous meth-
anol (85% aq. MeOH), n-buthanol (n-BuOH) 및 water 분획

물을 얻었다. 실험에는 각각의 추출물을 dimethyl sulfoxide 
(DMSO)에 녹여 세포배지로 필요한 농도로 희석하여 사

용하였다. 세포배양에 사용된 DMSO의 최종농도는 0.1%
이하가 되도록 하였다.

총 플라보노이드 함량 측정

시료 중 총 플라보노이드(flavonoid) 함량은 Chae 등[6]
의 방법을 변형하여 다음과 같이 측정하였다. 용매별 초

석잠 뿌리 분획물 1 mg을 MeOH 1 ml에 녹여 시험관에 

취하고 10 ml의 diethylene glycol을 가하여 잘 혼합한 후 

1 N NaOH 1 ml 첨가하여 37℃에서 1시간 동안 반응시켰

다. 반응이 끝난 후 UV-visible spectrometer (Helios beta, 
Thermo Electron Co., Rochester, NY, USA)를 사용하여 420 
nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 표준물질은 rutin (Sig-
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ma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 사용하였다.

1,1-Diphenyl-2-picryhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거활성

초석잠 뿌리 분획물의 DPPH 라디칼 소거활성 측정을 

위해 먼저 각 분획물을 MeOH로 농도별로 희석하여 사용

하였다[9]. DPPH 2 mg을 ethanol 15 ml에 녹여 DPPH 원액

을 조제하였다. DPPH 용액 1.2 ml에 DMSO 0.5 ml와 etha-
nol을 3 ml를 혼합하여 DPPH 희석액을 사용하였다. DPPH 
희석액의 흡광도가 0.94–0.97이 되도록 하여 실험에 사용

하였다. 시료 0.1 ml와 DPPH 희석액 0.9 ml를 섞은 후 10분 

후 UV-visible spectrophotometer (Helios beta, Thermo Elec-
tron Co., Rochester, NY, USA)로 518 nm에서 측정하였다. 
이때 대조군은 천연항산화제인 L-ascorbic acid와 합성항

산화제인butylated hydroxyltoluene (BHT)를 사용하였다. 
시료의 DPPH 라디칼 소거활성은 다음의 식에 따라 계산

하였다.

EDA (electron donating ability) (%) =

  
대조군 흡광도-실험군 흡광도

× 100
대조군 흡광도

2.2'-Azino-bis(3-ethylbenothiazoline-6-sulfonic

acid) diammonium salt radical cation (ABTS+) 라디칼

소거활성

초석잠 뿌리 분획물에 대한 ABTS+ 라디칼 소거활성을 

측정하기 위해 7 mM의 ABTS+와 2.45 mM의 potassuim 
persulfate를 첨가하여 radical생성을 위해 암소에서 16시간 

반응시킨 후, 734 nm에서 흡광도가 0.68–0.72 가 되도록 

EtOH로 희석하였다[36]. ABTS+ 희석액 0.98 ml와 분획물 

0.02 ml를 혼합하여 암소에서 10분간 반응시킨 후 UV- 
visible spectrophotometer 732 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 대조군으로는 천연항산화제인 L-ascorbic acid와 합성

항산화제인 BHT를 사용하였다. 시료의 ABTS+ 라디칼 소

거활성은 DPPH 소거활성의 식에 따라 계산하였다.

세포배양

한국 세포주 은행(서울의대)으로부터 마우스 대식세포 

Raw 264.7 세포와 인체 섬유종세포(HT-1080)를 분양받아 

본 실험실에서 배양하면서 실험에 사용하였다. Raw 264.7 
세포와 HT-1080 세포는 100 units/mL의 penicillin-strepto-
mycin (Gibco, USA)과 10% fetal bovine serum (FBS, Corn-
ing Cellgro, USA)가 함유된 RPMI 1640 (Lonza, USA)을 사

용하여 37℃, 5% CO2 incubator (MCO-15AC, Sanyo Electric 
Biomedical Co., Ltd., Japan)에서 배양하였다.

세포 내 nitric oxide (NO) 생성 측정

Raw 264.7 세포를 96 well cell culture plate에 well 당 

5×104 cells/ml가 되도록 분주하여 37℃, 5% CO2 incubator
에서 24시간 동안 배양하였다. 배양액을 10% FBS가 함유

된 MEM 배지로 교체한 후 초석잠 뿌리 분획물을 1시간 

동안 전처리하고, NO 생성을 유도하기 위해 lipopoly-
sacchariede (LPS) (1 μg/ml = 1 ppm)를 처리한 후, 48시간 

동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 이 후 생성

된 NO의 양은 Griess 시약(0.1% N-(1-naphtyl)etylenedi-
amine : 1% sulfanilamide = 1:1)을 이용하여 570 nm에서 

흡광도를 측정하였다. sodium nitrate를 사용하여 측정된 

흡광도로 표준곡선을 작성하여 NO의 농도별 흡광도를 얻

었으며, 표준곡선을 실험결과에 적용하여 생성된 NO의 

함량을 정량하였다. Over night 후 plate를 세척용 완충액

으로 4번 세척한 후 assay diluent 200 μl를 분주한 후 실온

에서 1시간 동안 방치하였다. 세척용 완충액으로 4번 세

척한 후 plate의 각 well에 시료 100 μl를 적하하여 실온에

서 2시간 동안 방치하였다. 세척용 완충액을 4번 세척한 

후 avidin-horseradish peroxidase액 100 μl을 적하하여 다시 

실온에서 30분 동안 방치하였다. 세척용 완충액을 5번 세

척한 후 tetramethylbenzidine이 포함된 기질액 100 μl을 적

하하여 실온에서 15분 동안 방치한 후 stop액을 100 μl씩
을 가하여 반응을 정지시켰다. optical density는 ELISA 
(Bio-Rad, Model 500, Hercules, CA, USA)를 이용하여 450 
nm에서 측정하였다[21].

Western blot

세포를 6 well plate에 5×105 cells/well이 되도록 분주하

여 부착시킨 다음 초석잠 뿌리 분획물 24시간 처리 한 후 
TGFβR1 (proteintech, Illinois, USA)를 1시간 처리하여 배

양하였다. 배양된 세포 media를 회수하여 12,000 rpm으로 

5분간 원심분리 하여 상층액을 얻은 다음 Bradford assay 
(Bio-rad, Hercules, CA, USA) [19]를 이용하여 추출된 단백

질을 정량하였다. 정량 된 단백질을 4–12% BoltTM Bis-Tris 
Plus Mini Protein Gels (Thermo Fisher, CA, USA)에 전기영

동하고 Polyvinylidine difluoride (PVDF) Mini Stacks (Thermo 
Fisher, CA, USA)에 단백질을 흡착시켰다. 실험에 사용한 

p-Smad3, Smad2/3 항체는 Cell Signaling Technology (CST, 
MA, USA), GAPDH 항체는 Proteintech Group, Inc (Protein-
tech, IL, USA)에서 구입하여 사용하였다. 탐색하고자 하

는 단백질의 1차 항체와 2차 항체를 반응 시킨 후 ECL 
kit (Thermo Fisher, CA, USA)를 사용하여 ImageQuant 
Las500 (Cytiva, Incheon, Korea)에서 단백질 발현 정도를 

확인하였다[17].

통계분석

실험결과는 Mean ± SD (Standard deviation)으로 나타내

었다. 분석된 실험 데이터는 대조군과 각 시료로부터 얻은 
실험 자료로부터 one-way ANOVA를 실시하여 p<0.05 수
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Table 1. Fatty acid composition (% area) of root of S. sieboldii 
Miq.

Fatty Acid %

14:0
16:0
18:0
20:0
22:0

Total Sat.1)

 0.18
 17.5
 1.01
 0.31
 0.67
19.67

18:1n-9
20:1n-9
22:1n-9

Total Mono.2)

 2.28
 0.19
 0.13
 2.60

18:2n-6
Total n-6

54.27
54.27

18:3n-3
20:3n-3

Total n-3

20.82
 0.35
21.17

1)Sat, saturated fatty acids.
2)Mono, monounsaturated fatty acids.

Table 2. Contents of total flavonoid of fractions from root of 
S. sieboldii Miq.

Sample Total flavonoid contents 
(mg rutin QE/g)1)

n-Hexane fraction2)

85% aq. MeOH fraction
n-BuOH fraction

Water fraction

7.22±1.30b

3.89±0.56d

16.67±0.74a 

5.19±0.37c 

1)Values are expressed as mean ± SD and a-dMeans with the 
different letters are significantly different at p<0.05 by Tukey's 
multiple range test

2)n-Hexane; n-hexane fraction, 85% aq. MeOH; 85% aqueous 
methanol fraction; n-BuOH; n-butanol fraction; Water; water 
fraction.

준에서 유의성을 검증하였고 사후검증은 Tukey’s test를 

실시하여 각 군들 간의 유의성은 알파벳으로 표시하였다

(SAS program v.9.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

결과 및 고찰

초석잠 뿌리의 지방산 조성

초석잠 뿌리 지방산 조성은 총 n-6 지방산(54.27%) > 
총 n-3 지방산(21.18%) > 총 포화지방산(19.70%) > 총 n-9 
지방산(3.60%) 순으로 나타났으며, 지방산들 중 n-6 계열

인 linoleic acid (LA, 18:2n-6)은 54.27%로 나타났고 n-3 계
열인 linolenic acid (LNA, 18:3n-3)가 20.82%로 나타났다

(Table 1). 초석잠 뿌리는 n-3계 지방산인 LNA도 상당량 

함유하고 있어 LNA는 체내에서 고도불포화 지방산들인 

EPA 및DHA 로 대사되고 이들 n-3 계 고도불포화지방산 

유래 prostaglandins는 항염증 효과가 있는 것으로 보고되

었다[1]. 또한 Calder [5]는 LNA는 EPA의 선구물질로 EPA
는 Arachidonic acid (20:4n-6)로부터 유래된 항염증성 pros-
taglandins의 생성을 억제하고 염증성 사이토카인 생성을 

억제함으로써 항염증 효과를 나타낸다고 보고하였다.

초석잠 뿌리 분획물의 총 플라보노이드 함량

초석잠 뿌리의 용매별 분획물의 총 플라보노이드 함량은 
Table 2에 나타내었다. 초석잠 뿌리 분획물 중 n-BuOH 분
획물이 16.67±0.74 mg rutin equivalent (QE)/g dw 로 가장 높

은 플라보노이드 함량을 나타내었으며, 다음으로 n-Hexane, 

water 분획물 및 85% aq. MeOH 순이었다. Jeon과 Park [16]
은 초석잠 분말의 총 플라보노이드 함량은74.33±2.69 mg 
quercetin (QE)/g dw로 나타났다고 보고하였다. Kang 등
[18]은 용매별 추출하여 얻어진 추출물들의 총 플라보노

이드 함량을 분석한 결과 부탄올>에탄올>물>클로로포

름>헥산 추출물의 순으로 나타났으며 총 플라보노이드 

함량이 가장 높은 부탄올 추출물은 5.21±0.08 mg QE/g dw 
이었다고 보고하였다. Lee 등[26]은 초석잠 분말과 6배 메

탄올 첨가 메탄올 추출물의 총 플라보노이드 함량이 각각 

74.33±2.69 g QE/g 및 9.9 μg/ml 이었다고 보고하였다. 이
러한 차이는 초석잠의 재배 환경, 추출 용매의 종류, 추출 

온도 및 시간과 같은 추출 조건 등의 차이에 기인한 것으

로 여겨진다. Benedec 등[2]은 6종의 Stachys종의 플라보노

이드 종류를 분석한 결과 isoquercitrin, rutin, quercitrin, lu-
teolin 및 apigenin로 나타났다고 보고하였다. Luteolin은 

LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 TNF-와 IL-6의 방출을 
억제함으로써 항염증 효과를 나타낸다고 보고되었다[41]. 
또한 Tank 등[40]은 quercetin과 quercitrin은 LPS로 자극된 

macrophage 염증을 억제하였고 산화적 스트레스도 저해

하였다고 보고하였다.

초석잠 뿌리 분획물의 DPPH 라디칼 소거활성

초석잠 뿌리 분획물의 DPPH 라디칼 소거활성은 활성

산소를 제거할 수 있는 능력인 EDA (electron donating abil-
ity, %)로 Fig. 1에 나타내었다. 각 용매별 분획물을 0.025, 
0.05, 0.1, 0.25 그리고 0.5 mg/ml의 농도로 control (L-ascor-
bic acid, BHT)과 비교하였다. 분획물들 중 n-BuOH 분획물

은 실험한 모든 농도에서 EDA 값이 높게 나타났으며, 0.5 
mg/ml의 농도에서 85.35%의 소거능을 나타내었다. 이는 

n-BuOH 분획물의 높은 함량의 총 플라보노이드과 연관되

어 있다고 여겨진다. Kang 등[18]도 DPPH 및 ABTS 라디

칼 소거활성은 총 플라보노이드 함량이 높은 부탄올 추출

물에 의한 소거활성도가 더 높았다고 보고하였다. 
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Fig. 1. DPPH radical scavenging effect of fractions from S. sieboldii Miq. root. 1)Values are expressed as mean ± SD and a-fMeans 
with the different letters are significantly different at p<0.05 by Tukey's multiple range test. 2)n-Hexane, n-hexane fraction; 
85% aq. MeOH, 85% aqueous methanol fraction; n-BuOH, n-butanol fraction; Water, water fraction.

Fig. 2. ABTS radical scavenging effect of fractions from S. sieboldii Miq. root. 1)Values are expressed as mean ± SD and a-eMeans 
with the different letters are significantly different at p<0.05 by Tukey's multiple range test. 2)n-Hexane; n-hexane fraction, 
85% aq. MeOH; 85% aqueous methanol fraction; n-BuOH; n-butanol fraction; Water; water fraction.

초석잠 뿌리 분획물의 ABTS 라디칼 소거활성

초석잠 분획물의 ABTS 라디칼 소거활성도 DPPH 라디

칼 소거활성과 마찬가지로 전자공여능인 EDA로 Fig. 2에 

나타내었다. 각 용매별 분획물을 0.025, 0.05, 0.1, 0.25 그
리고 0.5 mg/ml의 농도로 control (L-ascorbic acid, BHT)과 

비교하였다. DPPH 라디칼 소거활성 결과와 비슷하게 n- 
BuOH 분획물이 0.5 mg/ml의 농도에서 90.22%로 control 
과 유사한 값을 나타내었다. 85% aq. MeOH 분획물도 0.5 
mg/mL 의 농도에서 90.77%로 높은 라디칼 소거능을 보였

으며 이하의 농도에서도 농도 의존적으로 라디칼 소거능

을 확인하였다. 선행연구[26]에서 초석잠 뿌리 추출물들

에 의한 소거활성 결과에서도 총 플라보노이드 함량이 

높은 A+M 추출물에서 높은 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거

활성이 높았음을 보고하였다. 

초석잠 뿌리 분획물의 세포 내 nitric oxide (NO) 생성 저해

효과

초석잠 뿌리 분획물이 세포 내 NO 생성 저해에 얼마나 
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A B

C D

Fig. 3. Effect of solvent fractions from S. sieboldii Miq. on production of nitric oxide (NO) in Raw 264.7 cells. a-dDifferent 
superscripts indicated significant differences at p<0.05. A, n-Hexane fraction with n-Hexane; B, 85% aq. MeOH fraction; 
C, n-BuOH fraction; D, Water fraction.

영향을 끼치는지 알아보기 위해서 세포 배양액에 처리하

고, 자극제인 LPS를 이용해 세포를 자극시킨 후 세포 배

양액에 Griess 시약을 반응시켜 확인하였다(Fig. 3). 독성

을 나타내지 않는 농도를 1 mg/ml이하의 농도로 설정하고 

실험하였다. 시료는 0.5 및 1 mg/ml의 농도로 처리하였으

며 대조군으로는 시료 대신 PBS를 처리한 control군과 LPS
를 처리하지 않은 blank군을 사용하였다. LPS를 처리한 

control군의 경우 NO 생성량이 상대적으로 높았으며 LPS
를 처리하지 않은 blank군은 NO 생성량이 상대적으로 낮

게 나타났다. 모든 분획물들이 0.5 및 1 mg/ml의 농도에서 

control과 유의적 차이를 보였고(p<0.05) 농도 의존적으로 

NO 생성을 저해하였다. LPS는 생체 내에서 염증을 일으

키는 inflammagen으로 널리 사용되어 왔으며 염증반응 병

원체의 중심적 역할을 하고 NO와 같은 염증매개체의 생

성을 자극하며 이 염증매개체의 신호경로를 자극한다[3]. 
본 실험에서 초석잠 뿌리 분획물은 LPS로 자극된 RAW 
264.7세포에서 NO 생성을 억제하였다. 홍삼추출물[14]과 

한약제 일종인 당귀음자도 LPS로 자극된 NO 생성을 억제

시켰고 이는 inducible nitric oxide synthase와 cyclo-
oxygenase-2의 mRNA 발현을 효과적으로 감소시켜 항염

증 효과가 나타났다고 보고하였다[21]. 

초석잠 뿌리 분획물의 TGFβ signaling 억제 효과

TGFβ는 다른 용해성 인자와 함께 pro-inflammatory 및 

anti-inflammatory반응을 중재하는 다양한 면역 세포의 성

숙과 분화에 중요하다고 보고되어 있다[38]. 활성화된 

TGFβ1은 신호전달을 위해 R-smad 단백질인 smad2/3을 모

집하고 인산화 하여 co-smad인 smad4 와 헤테로복합체를 

형성한다[8]. 그런 다음 smad 복합체는 표적 유전자의 전

사를 조절하기 위해 핵으로 전위된다[30]. 초석잠 뿌리 분

획물이 TGFβ signaling을 억제하고 그 하위조절 단백질인 

smad3의 인산화 억제 효과를 확인하기 위해서 자극제인 

TGFβR1과 함께 초석잠 뿌리 분획물을 세포를 처리한 후 

세포 배양액에 처리하고, western blot 실험을 통해 확인하

였다(Fig. 4). 시료는 0.1 mg/ml의 농도로 처리하였으며 대

조군으로는 시료 대신 PBS를 처리한 control군과 TGFβR1
을 처리하지 않은 blank군을 사용하였다. TGFβR1를 처리

한 control군의 경우 smad3 의 인산화 발현량이 상대적으

로 높았으며 TGFβR1를 처리하지 않은 blank군은 smad3의 

인산화 발현량이 상대적으로 낮게 나타났다. 초석잠 뿌리 

분획물을 처리한 결과, 85% aq. MeOH 및 water 분획물에

서 control과 비교하여 각각 88% 및 77% 수준으로 smad3
의 인산화가 저해되는 것을 확인하였다. 이와 같은 85% 
aq. MeOH 분획물에 의한 TGFβ signaling 억제효과는 n-3 
지방산에 의한 전사인자 Nrf2를 억제함으로써 TGFβ/smad 
경로와 관련된 유전자의 발현을 낮추는 효과[42]로 사료

된다. Jung 등[17]은 플라보노이드 화합물인 icariin, icaritin 
및 quercetin을 함유하고 있는 삼지구엽초 열수 추출물은 
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A B

Fig. 4. Inhibitory effect of solvent fractions from S. sieboldii Miq. on smad3 phosphorylation. A, Western blot analysis in whole 
cell lysates HT-1080 cells. B, Quantification of pSmad3/Smad2,3 protein levels in using the ImageJ software is presented.

TGFβ1으로 활성화된 간성상세포에서 smad3의 인산화를 

억제하였다고 보고하였다. TGFβ 처리 시 DHA가 smad 단
백질의 인산화에 영향을 미치는 효과에 대해 알아본 연구

에서 TGFβ 만 처리한 군에 비해 TGFβ 와 DHA를 동시에 

처리한 군에서 smad2/3의 인산화가 감소됨이 보고되었다

[23]. Lee 등[27]은 알레르기성 접촉성 피부염이 유도된 

마우스에서 초석잠 추출물은 피부 장벽의 손상을 완화시

킴으로써 Th2 분화를 조절하는 효과가 있으며 TNF-α와 

IL-4 같은 염증성 매개물들의 발현을 억제 시켜 피부 손상 

완화에 기여한 것으로 보고하였다. 본 연구 결과들로부터 

플라보노이드 함량이 높은 n-BuOH 분획물은 높은 항산화 

활성을 나타내었고 항염증 활성은 모든 분획물들에서 골

고루 나타났으며 TGFβ/smad 경로 인산화 억제 효과는 

85% aq. MeOH 및 water 분획물들에서 높은 활성을 나타

났으므로 여기에 대해서는 분획물들의 생리활성 동정 등 

향후 연구가 필요하다고 여겨진다. 
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초록：초석잠 뿌리 분획물의 항산화 및 항염증 효과와 smad 신호 전달에 미치는 효과

이정우․최명원․임선영*

(한국해양대학교 해양과학융합학부)

본 연구는 초석잠 뿌리 분획물의 항산화 및 항염증 효과를 규명하고 transforming growth factor (TGF) 
β 자극에 의한 smad 신호전달에 미치는 효과에 대해 연구하였다. 초석잠 뿌리 분획물들 중 n-BuOH 분획물

이 16.67 mg/g 으로 가장 높은 플라보노이드 함량을 나타내었으며, 다음으로 n-Hexane, water 및 85% aq. 
MeOH 분획물 순이었다. 초석잠 뿌리의 지방산 조성은 n-6 지방산(54.27%) > n-3 지방산(21.18%) > 포화지

방산(19.70%) > n-9 지방산(3.60%) 순으로 나타났으며, 지방산들 중 n-6계 지방산인 linoleic acid (18:2n-6)가 

54.27%로 나타내었고 n-3계 지방산인 linolenic acid (18:3n-3)는 20.82%의 함량을 나타내었다. DPPH 및 

ABTS 라디칼 소거능을 확인한 결과, 초석잠 뿌리 분획물들 중 n-BuOH 분획물은 0.5 mg/mL 의 농도에서 

각각 85.4% 및 90.2%로 라디칼 소거능을 나타내었다. 85% aq. MeOH 분획물은 0.5 mg/mL 의 농도에서 

각각 58.7% 및 90.8%로 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능을 보였다. 항염증 효능 중 NO 생성 저해 효과는 

모든 분획물들이 0.5, 1 및 2 mg/mL의 농도에서 control 과 유의적 차이를 보이면서 NO 생성을 저해하였다

(p<0.05). TGFβ signaling의 smad3 의 인산화 발현량을 확인한 결과 85% aq. MeOH 및 water 분획물들을 

처리한 군에서 control과 비교했을 때 각각 88% 및 77% 수준으로 smad3의 인산화가 저해되는 것을 확인하

였다. 이상의 결과들로부터 플라보노이드 함량이 높은 n-BuOH 분획물의 항산화 활성이 높았고 항염증 

및 TGFβ signaling의 smad3 의 인산화 저해 활성은 85% aq. MeOH 및 water 분획물들에서 높은 활성이 

나타났다. 




