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  요  약 : 본 연구는 햄프씨드오일 (Cannabis sativa L. seed oil, CSO)와 햄프씨드오일 복합물 (Cannabis 
sativa L. seed oil complex, CSOC)의 비교분석을 통해 항염증 소재로서의 가능성을 평가하였다. CSO와 
CSOC의 항염증 효과는 lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264.7 모델을 통해 확인하였다. 
Lipoxygenase inhibition activity를 통해 지질산화억제를 확인한 결과, CSO는 억제되지 않았지만 COSC는 
70% 이상 억제되었다. MTT assay를 통해 세포독성을 확인해본 결과, CSO는 세포독성을 보이지 않았지
만 CSOC는 200 μg/ml 이상 농도에서 세포독성을 보였다. LPS로 유도된 RAW264.7에서 inducible nitric 
oxide synthase (iNOS)의 발현과 nitric oxide (NO)의 생산은 CSOC가 CSO보다 현저하게 억제하였다. 
또한, cyclooxygenas (COX)-2의 발현과 prostraglandin E2 (PGE2)의 생성을 확인해본 결과에서도 CSOC
가 CSO보다 현저하게 억제하였다. 본 연구를 통해, CSOC가 CSO보다 우수한 항염증 효과를 가지며, 항
염증 소재로 활용 가능성이 있음을 확인했다.
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  Abstract : This study evaluated the potential of hemp seed oil (Cannabis sativa L. seed oil, CSO) 
and hemp seed oil complex (Cannabis sativa L. seed oil complex, CSOC) as an anti-inflammatory 
material through comparative analysis. Anti-inflammatory effects of CSO and CSOC were confirmed 
through lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264.7 model. As a result of confirming the inhibition 
of lipid oxidation through lipoxygenase inhibitory activity, CSO was not inhibited, but COSC was 
inhibited by more than 70%. As a result of confirming cytotoxicity through MTT analysis, CSO did 
not show cytotoxicity, but CSOC showed cytotoxicity at over 200μg/ml. In LPS-induced RAW264.7, 
the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and the production of nitric oxide (NO) were 
significantly inhibited by CSOC compared to CSO. Additionally, CSOC significantly inhibited the 
expression of cyclooxygenase (COX)-2 and the production of prostaglandin E2 (PGE2). Through this 
study, we confirmed that CSOC has superior anti-inflammatory effects than CSO and has the 
potential to be used as an anti-inflammatory material.

Keywords : Cannabis sativa L., seed oil, complex, anti-inflammation, macrophage

1. 서 론

  염증 (inflammation)은 외부 자극으로부터 신체
를 보호하는 방어메커니즘이다 [1]. 적절한 염증 
반응은 신체를 보호하는데 도움이 되지만 과도하
고 지속적인 염증 반응은 아토피 피부염, 자가면역
질환 등 만성 염증으로 이어질 수 있다 [2, 3]. 그
러므로 과도한 염증 반응을 억제하는 치료 전략을 
찾는 것이 중요하다.
  대식세포는 면역반응을 조절하는 백혈구로 체내
에 염증반응에 중요한 역할을 하는 세포이다 [4]. 
그람 음성균의 외막 구성 요소인 lipopolysaccha- 
ride (LPS)는 대식세포를 자극하는데 흔히 사용된
다 [5]. 대식세포가 LPS의 자극을 받게 되면 
cyclooxygenas (COX)-2와 inducible nitric oxide 
synthase (iNOS)의 발현을 유도하여 prostra- 
glandin E2 (PGE2)와 nitric oxide (NO)와 같은 염
증매개 분자들이 생성된다 [6]. COX-2는 
arachidonic acid를 prostaglandin으로 전환시키는 
효소로 COX-2에 의해 생성된 대사산물인 PGE2

는 통증과 발염을 포함한 염증 과정에서 중요한 역
할을 하는 것으로 알려져 있다 [7, 8]. iNOS에 의
해 L-arginine으로부터 생성되는 NO는 반응성이 
높은 물질로 혈관 확장, 체내 방어기능 등 다양한 
생리기능에 중요한 역할을 하지만 과도한 NO의 
생성은 혈관 투과성 증가 및 부종을 일으킨다고 보
고되었다 [9, 10]. 즉, COX-2와 iNOS의 발현과 

PGE2와 NO의 생성은 면역세포에서 대표적인 주
요 염증유발 인자이다 [11]. 따라서, 만성 염증으
로 이어지지 않기 위해서 이 주요 인자들을 억제하
는 것이 중요하다. 
  대마 (Cannabis sativa L.)는 삼과 (Moraceae)
속하며 한해살이 식물로 원산지는 중앙아시아이다 
[12]. 고대부터 섬유의 원료, 민간요법, 항정신성 
약물로 사용되어 왔다 [13]. 이 중 햄프씨드는 대
마 (Cannabis sativa L.)의 종자로 의약품과 식품
으로 널리 사용되고 있다. 햄프씨드에는 linoleic 
acid와 α-linolenic acid 등과 같은 필수 불포화지
방산이 풍부하고 체내의 콜레스테롤 수치를 낮추
는데 도움이 되는 것으로 알려져 있다 [14]. 현재 
햄프씨드오일 (Cannabis sativa L. seed oil, CSO)
는 지질대사 및 항산화와 관련하여 많은 연구가 진
행되었지만, 기존 햄프씨드오일의 효능을 증대시
키기 위해 다양한 물질을 복합하여 제조한 추출물
에 대한 연구는 알려진 바가 없다 [15]. 본 연구를 
통해, 대표적인 유효물질로 잘 알려진 curcumin, 
quercetin, resveratrol, pterostilbene, lycopene과 
CSO의 복합물을 제조하여 연구를 수행하였다.
  따라서, 본 연구의 목적은 기존의 CSO과 햄프

씨드오일 복합물(Cannabis sativa L. seed oil 

complex, CSOC)을 LPS-induced RAW264.7 모

델을 이용하여 항염증 효과를 비교 분석해 보고

자 하였다.
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2. 실 험

2.1. 실험재료

  Epigallocatechin Gallate (EGCG), 
Lipopolysaccharides (LPS), Griess reagent, 
Quercetin는 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, 
USA)에서 구입했다. Curcumin, Resveratrol, 
Pterostilbene, Lycopene은 Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan)에서 구입했
다. 2,5-diphenyltetra zolium bromide (MTT) 
reagent는 Duchefa Biochemie (Haarlem, 
Netherlands)에서 구입했다. Anti-COX-2 항체
는 Cell Signaling Technology (Danvers, MA, 
USA)에서 구입했으며, anti-iNOS 항체는 
Invitrogen (Waltham, MA, USA에서 구입했다. 
Anti-β-actin 항체는 Santa Cruz Biotechnology 
(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입했으며, HRP 
태그가 붙은 2차 항체는 Enzo Life Science 
(Farmingdale, NY, USA)에서 구입했다. 

2.2. 오일 추출 및 복합물 제조

  본 연구에서 사용된 햄프씨드는 ㈜헴프앤알바
이오 (Andong-si, Gyeongsangbuk-do)에서 구입
하였다. 햄프씨드오일 (CSO)의 제조과정은 다음
과 같다. 햄프씨드를 세척 후 물기를 말리기 위
해 자연건조한 다음 49℃ 이하 건조기에서 건조
하였다. 건조된 햄프씨드는 탈피기에서 탈피 및 
씨드를 분리작업한 다음 49℃ 이하 건조기에서 
건조하였다. 그다음 49℃ 이하에서 햄프씨드를 
냉압착 착유 후 5℃ 이하 온도에서 2주간 침전시
킨 후 실험에 사용하였다. 햄프씨드오일 복합물 
(CSOC)는 CSO : Curcumin : Quercetin : 
Resveratrol : Pterostilbene : Lycopene = 100 : 
1 : 1 : 1 : 0.4 : 1의 비율로 제조 후 50℃ 이
하로 가온하고 초음파를 이용해 10분간 분산시켰
다. 그 후 상등액을 취하여 투명도를 확인하고 
냉장 보관하여 실험에 사용하였다. 

2.3. Lipoxygenase inhibition activity 측정

  Lipoxygenase inhibition activity 측정은 
Lipoxygenase inhibitor screening assay kit 
(Abnova, CA, USA)의 매뉴얼에 따라 실험을 수
행하였다. sample 10 μl, 15-LO 90 μl, 1mM 
Arachidonic acid 10 μl를  첨가하여 실온에서 
5분 동안 반응시킨 후, chromogen 100 μl를 가
하여 5분 간 실온에서 반응시키고 plate reader 

(BioTek, Winooski, USA)를 사용하여 490 nm에
서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군으로는 non- 
selective lipoxygenase inhibitor nordihydrogua- 
iaretic acid (NDGA)를 사용하였다. 

2.4. 세포주 및 배양 조건

  RAW264.7 세포는 American Type Culture 
Collection (ATCC)에서 구매하여 10% fetal 
bovine serum (FBS, Capricorn Scientific GmbH, 
Ebsdorfergrund, Germany) 및 1% penicilin/ 
streptomycin(Capricorn Scientific GmbH)이 보
충된 Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
(DMEM, Capricorn Scientific GmbH)에서 유지
했다. 세포는 37℃에서 5% CO2를 포함하는 가
습된 환경에서 유지시켰다.

2.5. Cell viability assay

 RAW264.7 세포를 96-well plate에 1⨉105으로 
분주하고 16-24시간 동안 37℃에서 5% CO2를 
포함하는 가습된 환경에서 배양시켰다. 다양한 농
도의 시료를 24시간 동안 처리하였다. 처리 후 
MTT 시약과 함께 2시간 동안 배양 후, 형성된 
formazan crystal을 DMSO에 녹여 plate reader 
(BioTek)을 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정
하였다. 

2.6. Nitric oxide (NO) assay

  RAW264.7 세포를 6-well plate에 2⨉106으로 
분주하고 16-24시간 동안 37℃에서 5% CO2를 
포함하는 가습된 환경에서 배양시켰다. 시료를 2
시간 동안 전처리한 후, 200 ng/ml LPS를 16시
간 동안 처리하였다. NO 생성을 측정하기 위해 
상층액을 Griss reagent (Sigma Aldrich)로 처리
하였다. 암실에서 10분 동안 반응시킨 후 plate 
reader (BioTek)를 사용하여 540 nm에서 흡광도
를 측정하였다. 

2.7. 단백질 정량 및 immunoblotting

  RAW264.7 세포를 6-well plate에 2⨉106으로 
분주하고 16-24시간 동안 37℃에서 5% CO2를 
포함하는 가습된 환경에서 배양시켰다. 시료를 2
시간 동안 전처리한 후, 200 ng/ml LPS를 16시
간 동안 처리하였다. 배양한 세포에서 media를 
제거하고 Triton-X가 포함된 lysis buffer를 이용
하여 단백질을 추출한 후 Protein Assay Dye 
Reagent (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
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Gene name Direction Sequence (5’-3’)

iNOS (mouse)
Forward CAGCACAGGAAATGTTTCAGC

Reverse TAGCCAGCGTACCGGATGA

COX-2 (mouse)
Forward TTTGGTCTGGTGCCTGGTC

Reverse CTGCTGGTTTGGAATAGTTGCTC

TNF-α (mouse)
Forward TATGGCTCAGGGTCCAACTC

Reverse CTCCCTTTGCAGAACTCAGG

β-actin (mouse)
Forward TGTCCACCTTCCAGCAGATGT

Reverse AGCTCAGTAACAGTCCGCCTAGA

Table 1. Priemr sequences used in this study

USA)를 이용하여 단백질을 정량하였다. 10% 
SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동을 
통해 단백질을 크기별로 분리하고 nitrocellulose 
membrane (GE Healthcare Life Sciences, 
Chicago, Illinois)로 옮겼다. Blotted membrane
을 5% skim milk로 실온에서 2시간 동안 
blocking한 다음, 1차 항체 (1:1,000)와 함께 4℃
에서 16-24시간 배양했다. 다음날 HRP가 태그
된 2차 항체 (1:10,000–20,000)와 함께 
membrane을 1시간 동안 실온에서 배양한 후 
ECL solution (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 
사용하여 현상하였고 Davinch-Chemi Imager™ 
CAS-400SM (Davinch-K, Seoul, Republic of 
Korea)을 이용하여 시각화하였다. β-actin은 정
규화 및 정량 분석을 위한 하우스키핑 단백질로 
사용되었다. 

2.8. RNA 분리 및 quantitative real-time 

PCR (qPCR)

  RAW264.7 세포를 6-well plate에 2⨉106으로 
분주하고 16-24시간 동안 37℃에서 5% CO2를 
포함하는 가습된 환경에서 배양시켰다. 시료를 2
시간 동안 전처리한 후, 200 ng/ml LPS를 16시
간 동안 처리하였다. 배양한 세포에서 media를 
제거하고 Trizol reagent (Takara, Shiga, Japan)
를 사용하여 RNA를 추출하였고, ReverTra Ace 
qPCR RT Master Mix kit (TOYOBO, Osaka, 
Japan)를 사용하여 역전사 및 cDNA 합성을 수
행하였다. qPCR은 SYBR Green qPCR Master 
Mix (Applied Biological Materials, Richmond, 
Canada)을 사용하여 수행하였다. 결과는 β
-actin 발현 수준을 사용하여 계산되었다. Primer 

sequences는 Table 1에 나열되었다. 

2.8. Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)

  RAW264.7 세포를 6-well plate에 2⨉106으로 
분주하고 16-24시간 동안 37℃에서 5% CO2를 
포함하는 가습된 환경에서 배양시켰다. 시료를 2
시간 동안 전처리한 후, 200 ng/ml LPS를 16시
간 동안 처리하였다. culture media를 수거하고 
PGE2 ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, 
MN, USA)를 사용하여 PGE2 수준을 측정하였
다. 

2.9. 통계분석

  모든 데이터의 통계분석은 Microsoft Excel 
software (Microsoft office 365, Version 2420)
를 사용하여 수행하였다. 모든 실험의 결과는 독
립적으로 최소 3회 반복하였다. 모든 유의성은 
데이터의 유의성 검증은 unpaired Student’s 
t-test를 사용하였으며 p-value < 0.05에서 통계
적 유의성을 고려하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. CSOC와 CSO의 cell viability

  항염증 효과를 확인하기에 앞서 RAW264.7 세
포에서 CSOC와 CSO의 세포독성을 확인하였다 
(Fig. 1). 실험 결과 CSOC는 200 μg/ml에서 
80% 미만의 세포 생존율을 보여주는 반면 CSO
는 800 μg/ml 농도에서도 세포독성을 보이지 
않았다. Positive control인 EGCG는 400 μM에
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Fig. 1. Cell viability of CSOC and CSO.
RAW264.7 cells treated with CSOC, CSO and EGCG for 24 h. Cell viability was determined using 
the MTT assay. Each data point represents the mean ± SD (n=3). Statistical significance was 
determined using an unpaired Student’s t-test. **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. non-treatment group 
by Student's t-test.

Fig. 2. The inhibitory effect of lipoxygenase of CSOC and CSO. 
LOX inhibition activity of CSOC and CSO was determined using Lipoxygenase Inhibitor Screening 
Assay Kit. EGCG: Epigallocatechin gallate, NDGA: non-selective lipoxygenase inhibitor 
nordihydroguaiaretic acid (Positive control). Each data point represents the mean ± SD (n=3). 
Statistical significance was determined using an unpaired Student’s t-test. ***p < 0.001.

서 세포독성을 보였다. 이후 실험에서는 CSOC와 
CSO의 농도는 100 μg/ml, EGCG는 100 μM
로 진행하였다.

3.2. CSOC와 CSO의 Lipoxygenase (LOX) 

inhibition activity

  LOX는 linoleic acid와 arachidonic acid와 같은 
다중불포화지방산의 산화를 촉매하여 과산화수소

를 생성하는 산화-환원 효소이다 [16]. LOX는 염
증 유발 물질과 알레르기를 생성하는 leukotriene
류와 prostaglandin류의 생성을 촉매한다 [17]. 
CSOC와 CSO의 LOX inhibition activity를 확인
해본 결과, CSOC는 약 70%의 억제를 보였지만 
CSO는 LOX를 억제시키지 못했다 (Fig. 2). 본 연
구를 통해, CSO보다 CSOC의 항염증 효과가 더 
높을 것으로 제안하였다.
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Fig. 3. Morphological change of CSOC and CSO in LPS-induced RAW264.7. 

RAW264.7 cells were pre-treated with CSOC, CSO and EGCG for 2 h and LPS was added for 
16 h. Scale bar: 100, 200 μm.

3.3. CSOC와 CSO의 morphology analysis

  LPS는 macrophage인 RAW264.7 세포에 염증
을 일으키는 물질이다 [18]. RAW264.7 세포에 
LPS 자극을 받게 되면 morphology가 원래의 동
그란 형태에서 다리를 뻗는 형태로 변하게 된다 
[19]. RAW264.7 cells에 CSOC, CSO, EGCG를 
2시간 동안 전처리 후 16시간 동안 LPS 자극을 
주었다. 그 결과 LPS 단독 처리군의 morphology
와 비교하였을 때, CSOC, CSO, EGCG 순으로 
nomal군과 비슷한 morphology를 보여준다 (Fig. 
3). 본 연구 결과를 통해 CSOC가 CSO보다 LPS
에 의한 염증반응을 잘 억제할 것이라고 추측하
였다.

3.4. CSOC와 CSO의 anti-inflammatory 

effects 

  LPS에 의해 유도된 대식세포는 염증성 효소인 
COX-2와 iNOS에 의해 PGE2와 NO를 과다하게 
생산하여 염증 반응을 유발하여 다양한 염증성 질
환의 원인이 될 수 있다. 따라서, COX-2와 iNOS
의 발현과 PGE2와 NO의 생성을 억제하는 것은 
염증성 질환을 예방 및 치료하기 위해 중요하다. 
ELISA assay를 통해 PGE2 생산량을 확인해본 결
과, CSOC와 EGCG가 LPS에 의해 생산되는 
PGE2의 양을 상당히 억제시켰다 (Fig.4A). 또한, 
NO 생산량을 확인해본 결과, CSOC가 NO 생산
량을 상당히 억제시켰다 (Fig.4B). Immunoblotting 
실험을 통해 iNOS와 COX-2의 단백질 수준을 알
아본 결과, LPS에 의해 유도된 RAW264.7 세포에

서 CSOC는 iNOS의 발현 억제가 우수하였다 
(Fig.4C). COX-2에서는 EGCG의 발현 억제가 가
장 우수하였으며 CSOC와 CSO를 비교 평가하였
을 때, CSO보다 CSOC가 COX-2의 발현을 더 
억제하였다. qPCR을 통해 iNOS와 COX-2의 
mRNA 수준을 알아본 결과, LPS- induced  
RAW264.7 세포에서 CSOC가 positive control인 
EGCG와 유사한 mRNA 발현 억제 수준을 보였다 
(Fig. 4. D, E). 따라서, CSOC가 CSO보다 우수한 
항염증 효과가 있음을 확인하였다. 

4. 결 론

  천연물의 항염증 효능에 대한 연구는 오랫동안 
진행되어져 왔으며, 최근에는 건강식품 및 화장품
에 적용되고 있다. 그러나 염증 및 염증성 질환
을 예방하고 치료하는 보다 효과적이고 효율적인 
물질을 개발하는 것은 여전히 중요하다. 본 연구
의 목적은 햄프씨드인 Cannabis sativa L. seed 
oil (CSO)와 curcumin, quercetin, resveratrol, 
pterostilbene, lycopene과 CSO을 이용하여 제조
한 대마오일 복합물 (Cannabis sativa L. seed 
oil compound, CSOC)의 항염증 효과를 비교 평
가하기 위함이다. 
  Lipoxygenase inhibition activity를 확인하였을 
때, CSOC는 약 70%의 억제활성을 나타냈지만 
CSO는 lipoxygenase의 억제 활성을 보이지 않았
다. 따라서, CSOC의 지질산화 억제 활성이 우수
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Fig. 4. Anti-inflammatory effects of CSOC and CSO in LPS-induced RAW264.7. 
(A-E) RAW264.7 cells were pre-treated with CSOC, CSO and EGCG for 2 h and LPS was added 
for 16 h. Produced PGE2 are measured by ELISA (A). NO levels in the supernatant were measured 
using Griess reagent (B). The relative protein levels was analyzed by western blot analysis (C). The 
relative mRNA expression was analyzed by RT-qPCR (D, E). Each data point represents the mean 
± SD (n=3). Statistical significance was determined using an unpaired Student’s t-test. *p < 0.05, 
**p < 0.01 and ***p < 0.001.

함을 확인하였다. CSO와 CSOC의 항염증 효과
를 확인하기 위해 사용된 실험 모델은 
lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264.7를 
사용하였다. CSOC는 200 μg/ml에서 80% 미만
의 세포 생존율을 나타냈지만 CSO는 800 μ
g/ml에서도 세포 독성을 보이지 않았다. 100 μ
g/ml의 농도에서 CSOC는 nitric oxide (NO)의 
생산을 유의미하게 억제하는 것을 확인하였으며 
염증성 유도효소인 inducible nitric oxide 
synthase (iNOS)와 cyclooxygenase-2 (COX-2)
의 단백질과 mRNA 수준에서도 발현을 억제하는 
것을 확인하였다. 또한, PGE2 생성을 확인해본 
결과 CSOC가 CSO보다 우수한 생성 억제 수준
을 보였다.
  외부 병원균에 의해 유도된 대식세포는 IL-1
β, IL-6, TNF-α와 같은 다양한 염증성 사이토
카인을 유도하여 염증 반응을 유발한다. 따라서, 
과도하게 발현된 염증성 사이토카인이 CSOC와 
CSO에 의해 억제되는지 확인하는 것은 흥미로운 
연구가 될 것이다.

  결론적으로, 본 연구를 통해 CSOC는 CSO보
다 항염증 효능이 뛰어나 염증성 질환을 치료 혹
은 완화하기 위한 다양한 소재로써 높은 가능성
을 확인하였다.
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