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사매 에탄올 추출물의 항산화 및 항염증 효과
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Oxidative stress has been implicated in cutaneous damage in various inflammatory skin diseases, including atopic

dermatitis. The present study was undertaken to investigate the antioxidative and anti-inflammatory activities of the

extract of Duchesnea chrysantha (DCE). DEC was prepared by extracting with 80% ethanol. Total flavonoids and

polyphenols were measured by a colorimetric assay. The free radical scavenging activity of the extract was analyzed

by the DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl), ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) and Griess

reagent assay. An oxidative product of nitric oxide (NO), was measured in the culture medium by the Griess reaction.

The level of prostaglandin E2 (PGE2) was measured by enzyme-linked immunosorbent assay. The expressions of

inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) were measured by Western blot analysis. Total

flavonoid and polyphenol contents of DCE were included 24.73±0.45 and 178.77±2.65, respectively. DCE significantly

increased electron donating ability (DPPH), nitrite scavenging (NO) and ABTS reducing activity in dose dependant. We

investigated the anti-inflammatory effects of DCE on lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 cells. DCE

significantly suppressed NO and prdstaglandin E2 (PGE2) in dose dependant. Furthermore, the levels of iNOS and

COX-2 protein expressions were markedly suppressed by the treatment with DCE in a dose dependent manner. These

results suggest that DEC may has value as natural product with its high quality functional components, antioxidative

and anti-inflammatory activities.
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서 론

산화적 스트레스(oxidative stress)는 지질, DNA, 탄수화물

과 단백질에 영향을 주는 산화물질[반응산소물질(reactive

oxygen species, ROS)]과 항산화 물질간의 불균형을 초래 한다
1,2)

. 그 결과로 DNA 손상을 비롯하여 세포 내 유리 칼슘과 철 이

온 농도의 증가, 생체막의 이온 수송계 손상, 단백질 손상, 지질

과산화를 포함한 세포대사의 심각한 이상 초래, 간경변증, 지방

간, 심혈관계 질환, 암, 백내장, 폐기종, 노화색소로 알려진 소모

성 적갈색 색소(lipofuscin) 및 도파민, 세크레토닌, acetylcholine

등 신경 전달 물질에 영향을 주어 생체에 치명적 손상을 줄 수

있다2-6).

산화적 스트레스의 주요 원인물질인 ROS는 DNA에 손상을

주어 여러 가지 대사 및 생화학적 변화를 초래하는 주요원인으

로 알려지면서 부착단백질 또는 염증관련 사이토카인의 발현을

향상시켜 염증반응을 더욱 악화시키는 것으로 알려졌다6). 또한

인체에서 외부물질에 대한 면역반응과정에서 대량 생산되는

ROS와 반응질소물질(reactive nitrogen species, RNS) 등 산화적

스트레스를 야기하는 물질들은 생체의 항상성 유지에 필요한 항

산화 물질들을 고갈시켜 만성적인 염증질환을 더욱 악화 시킨다
2,6). 특히 아토피 피부염을 비롯한 여러 가지 염증성 질환에 있어

서 과량의 ROS와 RNS는 피부손상을 가속 시킨다4-6). 그러므로

알레르기성 염증질환을 비롯한 각종 인체질환을 치료 또는 개선

하기 위해서는 생체의 항산화 기능을 증가시킬 수 있는 물질의

공급이 필요하다7).
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활성산소를 제거하는 물질을 항산화제라 하는데, 대부분의

식물에서 이러한 항산화 효과를 나타내는 물질이 분리·동정되고

있다. 따라서 최근 연구는 식용 또는 약용식물로부터 항산화 효

과가 우수한 종을 발굴하여 각종 인체질환을 개선 또는 치료하

기 위한 방향으로 연구되고 있다7,9).

뱀딸기(Duchesnea chrysantha)는 장미과(Rosaceae)에 속하는

다년생 초본으로, 꽃은 4-5월에 황색으로 피고, 열매는 붉은색으

로 식용할 수 있으며, 우리나라 전역에 서식하고 있다. 전초를 생

약명으로 사매
9,10)

라 하는데, 사매는 청혈, 해독, 소염, 지혈, 항종

양, 외과창상 등에 사용되어왔다10,11). 민간에서는 태열, 치통에

사용되며, 임상적으로는 백후, 세균성 이질에 치유 효과를 나타

낸다고 보고되었다
10)

. 최근에 사매에 대한 연구는 위암, 방광암,

신장암, 전립선암 및 백혈병 유래 세포주들에서 항암효과가 있고
12-15), 아토피 피부염 및 천식모델동물에서 개선효과가 있는 것으

로 보고되었다
16,17)

. 그러나 사매 에탄올 추출물에 대한 구체적인

항산화 효과와 항염증 효과에 대해서는 보고되지 않았다.

따라서 본 연구는 사매를 대상으로 80% 에탄올 추출물의 총

플라보노이드와 폴리페놀 함량을 조사하고 DPPH (1,1-

diphenyl- 2-picryl hydrazyl) 라디칼, NO (nitric oxide) 유사 라

디칼 및 ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic

acid) 라디칼 제거에 대한 항산화 활성을 비교 분석하였으며, 더

불어 항염증 설치류 유래 대식세포인 RAW 264.7 세포주에서

NO와 prostaglandin E2 (PGE2) 등과 같은 염증성 매개물의 억제

를 조사한 결과 매우 흥미로운 결과를 얻어 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 시약

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),

2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTS),

Lipopolysacchride (LPS), Quercetin, potassium ferricyanide,

sodium nitrite, trichloroacetic acid, butylated hydroxy anisole

(BHA), dimethyl sulfoxide (DMSO), Folin-Ciocalteu reagent,

sodium nitroprusside, sulfanilamide,

N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride, sodium

carbonate, aluminum chloride, phenazine methosulfate,

sulphanilamide, sodium chloride,

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, a

tetrazole (MTT) 및 기타 시약은 reagent grade로 Sigma-Aldrich

사(MO, USA)로부터 구입하였다. Prostaglandin E2(PGE2) assay

kit은 R&D Systems (Minneapolis, USA)사로부터 구입하였다.

Anti-iNOS, anti-COX-2 antibody는 Santa cruz biotechnology

Inc.(California, USA)로부터 구입하였다. RPMI 1640 배지, fetal

bovine serum (FBS)는 Gibco BRL사(Grand Islang, NY, USA)로

부터 구입하였다.

2) 사매 에탄올 추출

실험에 사용한 사매(D. chrysantha)는 전라남도 담양군에서

채취한 후 우석대학교 한의과대학 방제학교실의 김홍준 교수에

게 의뢰하여 동정하였고, 표본(2011-021)은 전주대학교 대체의학

대학 건강관리 연구실에 보관하고 있다. 말려진 시료는 200 g를

분말로 제조하여 80% 에탄올 2 L를 주입하고 밀봉하여 7일간 방

치한 후 용액을 취하여 3,000 rpm으로 원심침전 시키고 상층액

만 취하여 0.45 μm 필터를 사용하여 여과하였다. 여과된 시료는

회전진공농축기(Eyela A-1000S, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo,

Japan)로 농축한 후 회수한 후 동결건조기(Eyela FDU-2100,

Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)에서 건조하여 48.9 g를 회수

한 후 -20℃에서 보관하면서 실험에 사용하였다.

2. 방법

1) 총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 함량의 측정은 Folin-Denis법18)에 따라 메탄올

1 mg/mL의 농도로 용해한 각 용매별 추출액, Folin-Ciocalteau

시약 및 10% NaCO3용액을 각각 1 ml씩 차례로 가한 다음 실온

에서 1시간 방치한 후 700 nm에서 흡광도를 측정하였다. Gallic

acid(Sigma Co., Ltd., St. Louis, MO, USA)를 0-100 μg/mL의 농

도로 제조한 후 시료와 동일한 방법으로 분석하여 얻은 표준 검

량선으로부터 시료 추출물의 총 폴리페놀 함량을 측정하였다.

2) 총 플라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드는 Moreno등19)의 방법에 따라 1 mg/mL

농도의 시료액에 10% aluminum nitrate 0.1 mL, 1M potassium

acetate 0.1 mL 및 ethanol 4.3 mL를 차례로 가하여 혼합하고 실

온에서 40분간 방치한 다음 415 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Gallic acid를 표준물질로 하여 0-100 μg/mL 농도범위에서 얻은

표준 검량선으로부터 추출물의 총 플라보노이드 함량을 측정하

였다.

3) DPPH 라디칼 소거 활성 측정

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거 활성은

Blois의 방법20)으로 측정하였다. 시료를 MeOH로 녹여 최종 농도

가 15, 30, 60, 125, 250 및 500 μg/mL이 되도록 정량하여 96

well plate에 각 시료를 100 μL를 주입하고. 동시에 0.3 mM

DPPH 100 μL를 넣어 총량이 200 μL가 되도록 하였다. 실온에서

10분간 반응시킨 후 ELISA reader (Molecular Devies, USA)로

540 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. DPPH 라디칼 소거 활

성은 시료 용액의 첨가군과 무첨가군 사이의 흡광도의 차이를

백분율로 나타내었다.

DPPH 라디칼 소거 활성(%)

= {1-(첨가군 흡광도/무첨가군 흡광도)}×100

4) 아질산염 소거 활성 측정

Gray와 Dugan의 방법21)에 따라 일정 농도의 시료 1 mL에

1 mM NaNO2 용액 1 mL를 가한 뒤 0.1 N HCl과 0.2 M citrate

buffer를 이용하여 각각 pH 1.2, 3.0 및 6.0으로 보정한 다음 총

부피를 10 mL로 하였다. 이 용액을 37℃에서 1시간 반응시킨 다

음 각 반응액 1 mL를 취하여 2% acetic acid 3 mL과 30% acetic
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acid 용액으로 용해한 Griess reagent(1% sulfanilic acid : 1%

napthylamine = 1:1) 0.4 mL를 가하고 잘 혼합하여 실온에서 15

분간 방치한 후 ELISA reader (Molecular Devies, USA)로 520

nm에서 흡광도를 측정하였다. 아질산염 소거 활성은 시료 용액

의 첨가군과 무첨가군 사이의 흡광도의 차이를 백분율로 나타내

었다.

아질산염 소거 활성(%)

= {1-(첨가군 흡광도/무첨가군흡광도)}×100

5) ABTS 라디칼 소거 활성 측정

ABTS 라디칼 소거능은 Re 등
22)
의 방법에 의하여 측정하였

다. ABTS 7.4 mM과 potassium persulphate 2.6 mM을 혼합한

다음 실온ㆍ암소에서 24시간 동안 방치하여 라디칼을 형성한 다

음 ABTS 용액을 실험직전에 732 nm에서 흡광도가 0.70±0.03 (평

균±표준편차)이 되도록 메탄올로 희석하여 사용하였다. 추출물(1

mg/mL) 50μL에 준비된 ABTS 용액 950 μL를 첨가하여 암소에

서 30분간 반응시킨 후 732 nm에서 흡광도를 측정하였다.

ABTS 라디칼 소거 활성(%)

= {1-(첨가군 흡광도/무첨가군 흡광도)}×100

6) MTT 분석

설치류 RAW 264.7 대식세포는 American Type Culture

Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)로부터 구입하여 우태아

혈청 (fetal bovine serum, FBS), penicillin G (100 IU/mL)와

streptomycin (100 μg/ml)이 첨가한 RPMI 1640 배지를 사용하

여 습기가 충분하고 37℃가 유지되는 CO2 배양기(5% CO2와

95% 공기)에서 배양하였다. RAW 264.7 대식세포(1×105/mL)는

여러 농도의 추출물을 2시간 동안 처리한 후 LPS (1 μg/mL)을

주입하여 24시간 배양 후 밀집세포의 미토콘드리아 탈수소 효소

에 의해 자줏빛 formazan 생성물로 변하는 MTT환원을 바탕으

로 MTT 분석법으로 측정했다.

7) 아질산 농도의 측정

NO의 기질인 L-arginine은 L-citrulline과 일산화질소로 변

하는데, 이는 빠르게 안정된 이산화질소, 아질산염, 질산염으로

변한다. 그리스 시약(Griss reagent: 0.5%의 설파닐아미드, 2.5%

의 인산 및 0.5%의 나프틸에틸렌아민)은 아질산염과 화학반응하

여 보라색의 아조염을 형성하고 이것은 일산화질소의 농도와 일

치하기 때문에, 아조염의 농도로부터 아질산염의 농도를 측정하

여 540 nm에서 그 최대 흡수정도를 측정하여 구할 수 있다. 즉,

100 μL의 그리스 시약을 상기 대조군과 실험군의 시료를 각각

100 μL씩을 첨가한 후 그 혼합물을 37℃에서 10분간 반응시켰다.

각각의 반응물의 흡광도는 spectrophotometer (MD, U.S.A.)을

사용하여 540 nm에서 측정하였다. 아질산산염의 농도 정도는 아

질산염의 표준곡선으로부터 계산하였다.

8) PGE2의 측정

RAW 264.7 대식세포(1×10
5
/mL)를 여러 가지 농도(25-200 μ

g/mL)의 추출물을 2시간동안 전 처리한 후 LPS (1 μg/mL)로 자

극 한 후 24시간 동안 배양하였다. 배양 24시간 후에 상층액을

얻어 PGE2를 측정하였다. PGE2의 측정방법은 R&D사

(Minneopolis, U.S.A.)가 제시한 방법에 준하여 ELISA법으로 정

량하였다.

9) iNOS와 COX-2의 Western blot

추출물이 처리된 세포를 용해한 다음 단백질을 블레드포드

방법23)에 따라 정량하고 50 μg을 10% SDS-PAGE로 분리한 다음

transfer solution(20% methanol, 25 mM Tris, 192 mM glycine,

pH 8.3)을 이용해 nitrocellulose membrane에 분리된 단백질을

전사 시켰다. 비 특이반응을 제거하기 위해서 5% 비지방 skim

milk가 함유된 triton-tris buffered saline (TTBS)로 4℃에서 2시

간 이상 충분히 흔들면서 방치하였다. 그 후 tris buffered saline

(TBS)로 3회 세척하고 anti-iNOS antibody (1:1,000) 또는

anti-COX-2 (1:500)를 주입하여 3 시간동안 실온에서 반응시킨

후 충분히 세척하고 horse radish peroxidase가 부착된 goat

anti-rabbit IgG (1:2,000)을 첨가하고 1 시간 동안 실온에서 반응

시켰다. Membrane은 TBS로 충분히 세척하고 통상적인

enhanced chemiluminescence (ECL)방법으로 발색시켰다.

10) 통계처리

모든 실험값은 평균±표준편차로 표시하였고, 통계분석은

ANOVA와 Student’s t-test로 처리했으며, 유의성 한계는 p<0.05

로 정하였다.

결 과

1. 사매 추출물의 총 플라보노이드와 폴리페놀의 함량

본 연구는 사매 80% 에탄올 추출물의 항산화 활성에 중요한

총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량을 조사하였다. 그 결과 총

폴리페놀은 에탄올 추출물 1 g당 48.5±0.7 mg으로 총 플라보노

이드의 함량(7.8±0.3 mg/g) 보다 약 6.2배 높았다. 이와 같이 사

매의 높은 함량의 총 폴리페놀은 항산화 활성 및 항염 효과를 나

타내 줄 가능성이 매우 높았다.

2. 사매 추출물의 DPPH 라디칼 소거 활성

사매 80% 에탄올 추출물의 황산화 활성 중 DPPH 라디칼

소거 활성을 알아보기 위해서 합성 항산화제로 잘 알려진

butylated hydroxytoluene (BHT)와 비교하여 조사하였다. 먼저

사매 추출물과 BHT 농도를 각각 31.25-1,000 μg/mL까지 농도를

적정한 후 DPPH 라디칼 소거 활성을 조사한 결과 Fig. 1과 같이

저 농도에서는 80% 에탄올 추출물이 BHT보다 DPPH 라디칼 소

거 활성이 높았고, 250 μg/mL 농도에서는 사매 추출물이

56.7±3.5%로 나타나 BHT(58.9±4.1%)의 활성과 유사하였으나,

500-1,000 μg/mL의 고농도에서는 BHT가 사매 추출물보다

DPPH 라디칼 소거 활성이 높았다.

3. 사매 추출물의 NO 유사 라디칼 소거 활성

다음은 사매 80% 에탄올 추출물의 NO 유사 라디칼 소거 활성을
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알아보기 위해 vitamin C (L-ascorbic acid)와 비교하여 조사하였

다. 사매 추출물과 vitamin C의 농도를 각각 31.25-1,000 μg/mL

까지 농도를 적정한 후 NO 유사 라디칼 소거 활성을 조사한 결

과 Fig. 2과 같이 전 농도에서 사매 80% 에탄올 추출물의 NO 유

사 활성이 vitamin C보다 유의하게 높았으며, 농도에 의존적으

로 그 활성이 증가되었다. 특히 사매 에탄올 추출물 500 μg/mL

농도(35.6±2.2%)에서는 vitamin C(24.4±2.3%)보다 현저한 NO 유

사 라디칼 소거 활성을 보였다. 이와 같이 사매 에탄올 추출물은

NO 유사 라디칼 소거 활성이 매우 우수하였다.

Fig. 1. Effect of D. chrysantha extract on DPPH radical scavensing

activity. The extract of whole body from D. chrysantha (DCE) was prepared by
80% ethanol. DPPH radical scavensing activity of each extract (31.25-1,000 μg/mL)

was measured at 30 min as described in the section of Materials and Methods.

To determine whether MLE had antioxidant activity, we performed DPPH radical

scavenging activity assay using as the known antioxidative substance (butylated

hydroxytoluene, BHT) as reference compound. Values are shown as mean ± S.D.

of 3 replicates.

Fig. 2. Effect of D. chrysantha extract on NO-like radical scavensing

activity. The extract of whole body from D. chrysantha (DCE) was prepared by
80% ethanol. NO-like radical scavensing activity of each extract (31.25-1,000 μ

g/mL) was measured by Griss reagent as described in the section of Materials

and Methods. To determine whether MLE had antioxidant activity, we performed

DPPH radical scavenging activity assay using as the known antioxidative

substance (vitamin C, Vit C) as reference compound. Values are shown as mean

± S.D. of 3 replicates.

4. ABTS 라디칼 소거 활성

마지막으로 사매 80% 에탄올 추출물의 황산화 활성 중

ABTS 라디칼 소거 활성을 알아보기 위해서 vitamin C와 비교하

여 조사하였다. 먼저 사매 추출물과 vitamin C 농도를 각각

31.25-1,000 μg/mL까지 농도를 적정한 후 ABTS 라디칼 소거 활

성을 조사한 결과 Fig. 3과 같이 사매 80% 에탄올 추출물은 전

농도에서 ABTS 라디칼 소거 활성이 vitamin C의 활성 보다 낮

았지만 농도 의존적으로 증가하였다. 사매 추출물 500 μg/mL와

1,000 μg/mL 농도에서는 각각 51.2±2.8%와 69.8±4.3 μg/mL으로

나타나 비교적 황산화 활성이 우수한 것으로 조사되었다.

Fig. 3. Effect of D. chrysantha extract on ABTS radical scavensing

activity. The extract of whole body from D. chrysantha (DCE) was prepared by
80% ethanol. ABTS radical scavensing activity of each extract (31.25-1,000 μg/mL)

was measured by ABTS assay method as described in the section of Materials and

Methods. To determine whether MLE had antioxidant activity, we performed DPPH

radical scavenging activity assay using as the known antioxidative substance

(vitamin C, Vit C) as reference compound. Values are shown as mean ± S.D. of

3 replicates.

5. 세포 생존율에 미치는 사매 추추물의 효과

한편 사매 80% 에탄올 추출물이 LPS가 처리된 RAW 264.7

대식세포의 생존율에 미치는 영향을 알아보기 위하여 세포

(1×105/mL)를 RPMI 1640(1% P/S, 10% FBS) 배지를 사용하여

세포 부유액을 만든 다음 여러 가지 농도의 사매 에탄올 추출물

을 주입하고 24시간 동안 배양한 후 세포 생존율을 조사하였다.

그 결과 Fig. 4와 같이 어떠한 약물이 처리되지 않은 대조군의 세

포 생존율을 100%로 나타냈을 때, LPS만 자극하였을 경우

82.2±3.5%로 감소되었으나, 사매 에탄올 추출물 처리군은 농도

에 의존적으로 세포생존율이 증가되었다(p<0.05와 p<0.01). 따라

서 본 연구에 사용된 사매 에탄올 추출물은 어느 농도에서도 세

포독성이 없었고, 오히려 LPS 자극에 대한 세포 보호 효과가 있

었다.

Fig. 4. Effect of D. chrysantha extract on cell viability in LPS-treated

RAW 264.7 macrophages. Cells were pretreated with or without DCE at
indicated concentrations for 2 h, and then incubated with or without LPS (1 μ

g/mL) for 24 h. Cell viability were measured by MTT assay as described in the

section of Materials and Methods. Values are means ± S.D. of three independent

experiments. #p<0.01 versus the non-treated control group. *p<0.05 and **p<0.01

versus control group treated with LPS alone.
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6. NO 생성과 iNOS 발현에 미치는 사매 추출물의 효과

사매 80% 에탄올 추출물이 NO 생성에 어떠한 영향을 미치

는지 알아보기 위하여 RAW 264.7 대식세포(1×10
5
/mL)를 접종

하고 4시간 후에 사매 에탄올 추출물을 25-200 μg/mL의 농도로

2시간 동안 전 처리한 다음 LPS (1 μg/mL)로 자극한 후 24시간

배양하고 배양액에 축척된 아질산염을 측정하였다. 그 결과 Fig.

5A과 같이 어떠한 약물이 처리되지 않은 대조군에 비해서 LPS

로 자극하였을 경우 17.8±1.7 μM로 증가되었으나(p<0.001), 사매

에탄올 처리군은 농도에 의존적으로 NO 생성을 감소시켰다. 특

히 100-200 μg/mL 사매 에탄올 추출물 처리군에서는 그 효과가

뚜렷하였다(p<0.01). NO 생성에 있어 사매 에탄올 추출물의 억

제효과에 대한 기전을 알아보기 위하여 배양세포의 iNOS 발현

을 조사하였다. 그 결과 NO 생성에 대한 사매 에탄올 추출물의

억제 현상과 같이 iNOS 발현이 농도에 의존적으로 억제하였다

(Fig. 5B). 이러한 결과는 사매 에탄올 추출물이 iNOS의 발현을

억제함으로써 NO 생성을 조절할 수 있는 효과가 있는 것을 알

수 있었다.

Fig. 5. Effect of D. chrysantha extract on LPS-induced NO

production and iNOS expression in RAW 264.7. Cells were pretreated
with or without DCE at indicated concentrations for 2 h, and then incubated with

or without LPS (1 μg/mL for 18 h (iNOS) or 24 h (NO). (A) NO produced by cells

was measured by the method of Griess. (B) Western blot analysis on iNOS

expression was carried out as described in the section of Materials and Methods.

Values are means ± S.D. of three independent experiments. #p<0.001 versus the

non-treated control group. *p<0.05 and **p<0.01 versus control group treated with

LPS alone.

7. PGE2 생성과 COX-2 발현에 미치는 DCE의 영향

사매 80% 에탄올 추출물이 PGE2 생성에 어떠한 영향을 미

치는지 알아보기 위하여 RAW 264.7 대식세포(1×105/mL)를 접

종하고 4시간 후에 DEC를 25-200 μg/mL의 농도로 2시간 동안

전 처리한 다음 LPS (1 μg/mL)로 자극한 후 24시간 배양하고 배

양액에 축척된 PGE2를 측정하였다. 그 결과 Fig. 6A과 같이 어떠

한 약물이 처리되지 않은 대조군에 비해서 LPS로 자극하였을 경

우 3,450±312 pg/mL로 증가되었으나, 사매 에탄올 추출물 처리

군에서는 농도에 의존적으로 PGE2 생성율이 감소되었다. 특히

50-200 μg/mL 사매 에탄올 추출물 처리군에서는 그 효과가 우

수하였다(p<0.01). 이와 같이 PGE2 생성에 있어 사매 에탄올 추

출물의 억제효과에 대한 기전을 알아보기 위하여 배양세포의

COX-2 발현을 조사하였다. 그 결과 PGE2 생성에 대한 사매 에탄

올 추출물의 억제 현상과 같이 COX-2 발현이 농도에 의존적으

로 억제하였다(Fig. 6B). 이러한 결과는 사매 에탄올 추출물이

COX-2의 발현을 억제함으로써 PGE2 생성을 조절할 수 있는 효

과가 있는 것을 알 수 있었다.

Fig. 6. Effect of D. chrysantha extract on LPS-induced PGE2

production and COX-2 expression in RAW 264.7. Cells were pretreated
with or without DCE at indicated concentrations for 2 h, and then incubated with

or without LPS (1 μg/mL for 18 h (COX-2) or 24 h (PGE2). (A) PGE2 produced

by cells was measured by ELISA assay and (B) Western blot analysis on COX-2

expression was carried out as described in the section of Materials and Methods.

Values are means ± S.D. of three independent experiments. #p<0.001 versus the

non-treated control group. *p<0.05 and **p<0.01 versus control group treated with

LPS alone.

고 찰

산화적 스트레스는 생체에서 산화촉진제(prooxidant)와 항

산화제(antioxidant)의 불균형을 유발하여 각종 질환을 일으키는

것으로 알려졌다
1,2)

. 특히 인체에 있어서 염증질환과 노화 또는

심혈관계 만성질환 을 앓고 있는 환자의 경우 대량의 활성 산소

가 생산되어 세포나 조직에 치명적 손상을 주게 된다
3-7)

. 그러므

로 만성 및 염증성 질환을 예방하거나 치료하기 위해서는 생체

에 존재하는 SOD, catalase 및 glutathione peroxidase 등과 같은

항산화 효소의 활성유지는 물론 비타민 C와 E, 셀레니늄을 비롯

한 폴리페놀과 플라보노이드와 같은 외부 천연물질을 적당하게

섭취하는 것이 매우 중요하다. 최근에 O2-, H2O2, ONOO- 및 NO

등과 같은 활성 산소를 효과적으로 제거할 수 있는 천연물 유래

항산화 물질 발굴에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다
1,7,8,25)

.

본 연구는 아토피 등 알레르기성 염증질환에서 나타나는 활

성산소를 제거하기 위한 효과적인 천연물을 발굴하고자 사매를

대상으로 80% 에탄올로 추출하고 그 추출물의 항산화 활성을 조

사하였다. 본 연구결과 사매 에탄올 추출물의 총 폴리페놀 함량
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은 총 플라보노이드 함량에 비해 약 6.2배 높았다. 또한 사매 에

탄올 추출물의 항산화 활성을 알아보기 위해서 DPPH, NO 유사

그리고 ABTS 라디칼에 대한 소거 활성을 조사한 결과 항산화 활

성이 우수한 결과를 얻었다. 특히 NO 유사 라디칼 소거 활성의

경우 vitamin C보다 그 활성이 우수하였다.

일반적으로 녹차를 비롯한 녹황색 채소의 경우 폴리페놀과

플라보노이드 계열의 화합물이 많이 함유되어 있어 인체의 만성

질환을 예방하거나 개선하는데 활용되고 있다7,10,26). 특히 폴리페

놀계열의 화합물은 현재 8,000여개가 동정되어 있는데, 우리는 일

상적으로 이 계열의 화합물을 음식으로부터 섭취하고 있다24-26).

그런데, 육식위주의 서구화된 식생활을 하는 현대인은 인체에서

필요한 항산화제 섭취가 부족한 경우가 많은데, 특히 산화적 스

트레스에 노출되어 있는 만성적 인체질환자는 그 섭취량이 절대

적으로 부족한 경우가 많다24). 그러므로 산화적 스트레스와 관련

된 만성질환자들은 식품뿐만 아니라 약용식물로부터 항산화 및

항염증 활성이 좋은 소재를 섭취해야할 필요성이 있다24-26). 이와

같이 사매는 총 폴리페놀의 함량이 매우 높고 총 플라보노이드

함량도 높기 때문에 산화적 스트레스에 노출된 만성 염증질환자

들의 치료 도는 개선에 큰 도움이 될 수 있을 것으로 사료된다.

사매의 수용성 및 에탄올 추출물 내에 존재하는 성분으로는

linoleic acid, β-sitosterol, triacontanol, lupeol, friendlin, β

-amyrin, quercitrin 및 ellagic acid glycoside인 ducheside A 및

B가 보고되어 있다9,10). 최근에 뱀딸기의 hexane과 ether 추출물

이 Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis 및

Aspergillus niger에 대한 항균 효과를 보이며, 수용성과 Aceton

분획은 S. aureus, Salmonella paratyphi, Shigella dysentriae에

대한 현저한 항균성을 보인다는 보고와 수용성 분획이 Sarcoma

180 세포에 대해 항암 효과를 가진다는 보고가 있다10,11).

인체에 나타나는 거의 모든 질환은 염증을 동반함으로 이를

개선 또는 치료하는 데는 항염증 효과를 나타내는 약물을 일반

적으로 사용하고 있다. 그러므로 본 연구는 사매 에탄올 추출물

이 염증매개물로 잘 알려진 NO와 PGE2의 생성에 어떠한 영향을

미치는지 조사하였다. 그 결과 사매 에탄올 추출물은 LPS로 유

도된 설치류 대식세포 유래 RAW 264.7 세포주에서 NO와 PGE2

생성에 있어서 우수한 억제 효과를 나타내었다. 이러한 NO와

PGE2의 생성억제는각각 iNOS (Fig. 5)와 COX-2 (Fig. 6)의 발현

을 억제함으로써 우수한 억제효과가 이루어짐을 확인할 수 있었

다. 그러므로 사매 에탄올 추출물에 대한 NO와 PGE2와 같은 염

증매개물에 대한 억제 효과 및 기전은 본 연구에 의해서 처음 규

명된 것이다. NO는 높은 반응성을 가진 생체 생성분자로서, NO

synthase (NOS)에 의해 L-arginine으로부터 생성된다. NO는 신

경전달, 혈관이완 및 세포 매개성 면역반응에 관여하는데, 특히

대식세포를 LPS로 자극하면 inducible NOS (iNOS)가 발현되어

많은 양의 NO를 생성하면서 활성화 된다27). 또한

cyclooxygenase (COX)는 arachidonic acid에서 prostanoid로 전

환시키는 효소로 알려졌는데, COX-1과 COX-2에 의해 합성된 소

량의 prostanoid는 생체의 항상성 유지에 필요하지만, 활성화된

대식세포로부터 과량의 prostanoid생성은 면역반응에 관여하여

다양한 염증성 질환의 원인이 된다27).

한편 사매 에탄올 추출물은 난백알부민(ovalbumin)으로 유

도된 폐염증질환 모델에서 type 2 helper cells (Th2)에서 생성되

는 Th2 사이토카인과 면역글로불린 E (IgE)을 억제하는 효과가

있었고16), 더불어 인간의 호산구 유래 세포주인 EoL-1 세포에서

인터루킨(interleukin)-6 (IL-6)와 IL-8 및 monocyte

chemoattractant protein-1 (MCP-1) 등 사이토카인과 케모카인을

억제가 있을 뿐만 아니라 2,4-Dinitrochlorobenzene (DNCB)로

유도된 염증 모델 마우스에서 IgE의 생성과 관련있는 IL-5와

IL-13의 생성을 억제하는 효과가 있는 것으로 알려졌다17). 인체

에서 염증반응이 진행되기 위해서는 NO와 PGE2와 같은 염증 매

개물 이외에 면역 반응에서 필연적으로 염증성 사이토카인이 동

반되는데, 대표적인 사이토카인으로는 IL-1β와 tumor necrosis

factor-α (TNF-α)있다. 일반적으로 IL-1β는 생체에서 매우 낮은

농도로 작용하는데, 낮은 농도에서는 세포 성장이나 체내 항상성

유지에 필요하지만, 염증반응이나 상처 또는 면역학적 자극을 주

었을 때는 대량으로 생산되어 인체 질환을 악화시키는 것으로

알려져 있다
28)

. 또한 TNF-α는 주로 활성화된 대식세포에서 대량

생산되지만, 림포이드계의 세포(lymphoid cells), 비만세포(mast

cells), 내피세포(endothelial cells)을 비롯하여 생체에 존재하는

다양한 세포에서도 생산된다
29)

. 특히 LPS 또는 IL-1으로 자극할

경우 대량 생산된다. 따라서 본 연구에서 처음에 밝힌 사매 에탄

올 추출물를 대상으로 NO와 PGE2염 생성 억제에 대한 기전 이

외에도 향후 IL-1β와 TNF-α 등 염증성 사이토카인의 생성억제

및 그 기전을 규명할 필요성이 있다.

이상의 결과를 종합해볼 때 사매 에탄올 추출물은 항산화

활성의 지표로 알려진 총 폴리페놀 은 총 플라보노이드 함량보

다 매우 높았으며, DPPH, NO 유사 및 ABTS 라디칼 소거 활성

이 우수하였으며, 특히 NO 유사 라디칼 소거 활성이 매우 우수

하였다. 더불어 LPS에 의해 유도되는 RAW 264.7 대식세포에서

생산되는 과량의 NO와 PGE2와 같은 염증 매개물을 효과적으로

억제한 것은 각각 iNOS와 COX-2 분자발현을 효과적으로 억제

하였기 때문인 것을 알 수 있었다. 그러므로 사매 에탄올 추출물

은 항산화 및 항염증 활성이 우수하여 인체질환을 개선 또는 치

료하는데 활용할 수 있는 좋은 소재라 사료된다.

결 론

산화적 스트래스는 아토피 피부염을 비롯한 피부 염증성 질

환 및 각종 인체 질환을 악화시키는 원인으로 알려졌다. 그러므

로 본 연구는 사매 에탄올 추출물을 대상으로 항산화 활성 및 항

염증에 대한 효능을 조사하였다. 사매 에탄올 추출물은 항산화

활성의 지표로 알려진 총 폴리페놀 은 총 플라보노이드 함량보

다 매우 높았으며, DPPH, NO 유사 및 ABTS 라디칼 소거 활성

이 우수하였다. 특히 NO 유사 라디칼 소거 활성이 매우 우수하

였다. 더불어 LPS에 의해 유도되는 RAW 264.7 대식세포에서 생

산되는 과량의 NO와 PGE2와 같은 염증 매개물을 효과적으로 억

제한 것은 각각 iNOS와 COX-2 분자발현을 효과적으로 억제하
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였기 때문이었다. 따라서 사매 에탄올 추출물은 항산화 및 항염

증 활성이 우수하여 인체질환을 개선 또는 치료하는데 활용할

수 있는 좋은 소재라 사료된다.
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