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HaCaT 각질형성세포에서 개똥쑥(Artemisia annua L) 유래 성분인 

Artemisinic acid의 Macrophage-derived Chemokine 억제 효과
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Abstract − In the present study, we investigated anti-inflammatory activity of artemisinic acid in HaCaT cells and RAW264.7

cells. Artemisinic acid showed inhibitory activity on macrophage-derived chemokines (MDC) expression, a factor related with

atopic dermatitis (AD), in interferon (IFN)-γ and tumor necrosis factor (TNF)-α-stimulated HaCaT cells. In the study on action

mechanism, pretreated artemisinic acid reduced the phosphorylation of STAT1 and p38 and the degradation of IκB by IFN-

γ and TNF-α stimulations. However, artemisinic acid didn’t show the inhibitory activity on LPS-induced inflammatory medi-

ators (NO, PGE
2
, IL-6) in RAW264.7 cell. These results indicate that artemisinic acid inhibits IFN-γ and TNF-α-induced MDC

expression through inhibition of signal factors, STAT1, NF-κB, and p38, in HaCaT keratinocytes.
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염증은 신체로부터 병원균이나 손상된 세포 등의 해로운

자극물질들을 제거하기 위한 복합적인 생물학적 반응의 중

요한 요소이다. 하지만, 과도한 염증 반응은 류머티즘 관절

염이나 천식과 같은 질환을 유발할 수 있으며, cytokines,

chemokines, eicosanoids, nitric oxide (NO)과 같은 매우 다

양한 염증성 매개체에 의해 유발된다고 알려져 있다.
1,2)

 특

히, 아토피 피부염은 알레르기 또는 유전적 원인에 의해 발

생하는 대표적인 염증성 피부질환으로, 소양증과 습진성 피

부병변, 혈청 내 면역글로불린 E 증가, Th2-type cells, 호산

구, 비만세포, 대식세포 등과 같은 염증성 세포들의 피부 병

변내 침윤 등을 특징으로 하는 질환이다.
3,4)

Chemokines은 T cells, eosinophils, macrophages 등의 염

증성 세포가 감염 또는 염증성 부위로 이동하는데 관여하

는 물질로서, 다양한 종류의 세포에서 생성된다고 알려져

있다.
5)

 다양한 종류의 chemokine들 중에서, macrophage-

derived chemokines (MDC/CCL22)는 각질형성세포, 수지상

세포, 상피세포 등에서 생성되며, 세포 표면에 CC chemokine

receptor 4 (CCR4)를 발현하는 Th2-type 세포의 이주에 관

여하는 것으로 알려져 있다. 이전의 연구결과에서 아토피

피부염 환자의 혈청에서 MDC 수준이 증가하였다는 보고

가 있었다.
6-9)

NO는 다양한 세포들 사이에서 신호전달에 사용되고 바

이러스나 박테리아와 같은 외부 침입 인자를 제거하는 중

요한 인자이지만, 염증반응에 의해 다량의 NO가 생성될 경

우에는 조직의 손상, 유전자 변이, 신경 손상 등을 유발하

고, 혈관 투과성을 증가시켜 부종 등의 염증 반응을 촉진시

킨다.
10)

 Prostaglandin E2 (PGE2)는 통증, 혈압강하, 기도수

축, 세포보호 효과, 염증성 세포 활성화, 발열, 점액 생성 등

에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.
11,12)

대식세포는 염증반응에서 중요한 역할을 하는 세포중의

하나로서, 외부 침입 인자에 반응하여 tumor necrosis factor-α

(TNF-α), interleukin-6 (IL-6), IL-1β와 같은 pro-inflammatory
*교신저자(E-mail) :eunsyoo@jejunu.ac.kr

(Tel): +82-64-754-3847



218 Kor. J. Pharmacogn.

cytokine을 생성하고, inducible nitric oxide synthase (iNOS)

와 cyclooxygenase-2 (COX-2)를 합성하여 NO 및 PGE2를

생성하는 주요한 세포로 알려져 있고,
13)

 이런 염증성 매개

체에 대한 억제 활성을 확인함으로써 항염증 효과를 확인

하는 in vitro 모델이 널리 사용되고 있다. 하지만, 아토피

피부염에 관여한다고 알려진 세포들 중에서, 각질형성세포

는 모든 표피층의 95%이상을 구성하는 세포로서, 다양한

자극에 의해서 cytokines, chemokines을 생성할 뿐만 아니

라, 다양한 수용체도 발현하고 있어서 주요한 표적으로 작

용하기도 한다.
14,15)

개똥쑥(Artemisia annua L., 생약명: 황화호(黃花豪))은 민

간에서 열병 및 해열제 또는 피부완선의 치료에도 사용된

다고 알려져 있다. 활성 성분을 조사한 연구결과에서는

monoterpenoids, sesquiterpenoids, flavonoids, coumarins,

aliphatic and lipid compounds와 같은 다양한 종류의

phytochemical을 함유한다고 보고되었다.
16,17)

 그 중에서

artemisinic acid는 강력한 항말라리아 활성을 갖는

artemisinin의 전구체로서 잘 알려져 있다. 최근 artemisinic

acid가 지방세포의 분화와 C/EBP δ 발현을 조절함으로써

anti-adipogenesis 활성을 갖는다는 연구 결과가 보고되었

다.
18)

 하지만, 아직까지 artemisinic acid의 항염증 활성에 대

한 보고는 없는 실정이다. 따라서, 본 연구에서는 다양한 염

증성 인자들에 대한 artemisinic acid의 활성 및 그 작용기

전을 평가하고자 하였다. 

재료 및 방법

시약 및 기기 − Lipopolysaccharide (LPS, E. coli 011:B4)

는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)에서 구입하여 사

용하였다. 재조합 interferon-γ, tumor necrosis factor-α, fetal

bovine serum (FBS)와 Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM)는 Invitrogen (Grand Island, NY)에서 구입하였다.

Anti-p38, anti-IκB-α, and anti-phospho-STAT1 항체는 Cell

Signaling Technology (Beverly, MA)에서 구입하여 사용하

였다. anti-STAT1 and anti-phospho-p38 항체는 Becton

Dickinson (San Diego, CA)에서 구입하였고, β-actin 항체는

Sigma에서 구입하여 사용하였다. 기타 시약들은 특급 시약

을 사용하였다. MPLC는 CombiFlash companion (Teledyne

ISCO)을 사용하였다. MPLC에 사용된 분취용 컬럼은

RediSep column (silica 120 g, 3.5 × 200 mm, Teledyne ISCO)

을 사용하였다. 분취용 HPLC는 검출기로서 Waters 2487

Dual λAbsorbance를 포함하는 Waters prep LC 2000

system을 사용하였으며, 사용된 컬럼은 Luna C18(2) column

(21.2 × 250 mm, 5 µm, Phenomenex)을 사용하였다. 
1
H-

and 
13

C-NMR은 Bruker Avance-500 (500 MHz)를 사용하였

으며, GC-MS는 Hewlett Packard사의 HP6890 GC-HP5972

MS를 사용하였다(electron impact, ionization voltage 70

eV). GC column (0.25 mm × 30 m, 0.25 µm film thickness)

으로는 HP-5 fused silica capillary column을 사용하였다.

TLC용 plate는 precoated silica gel 60 F254 plate

(0.25 mm, 20 × 20 cm, Merck)를 사용하였다.

실험재료 −본 실험에 사용한 시료는 제주도에서 2010년

6월에서 9월에 걸쳐 채집된 시료를 제주 하이테크 산업진흥

원의 종다양성 연구소로부터 분양 받아 사용하였다.

추출 및 분획 −개똥쑥 전초 300 g을 세절하고 n-hexane

(3 L × 3)로 추출하였다. 이후 추출물은 진공 농축하였고,

chloroform (400 mL)에 6% methanol을 사용하여 다시 추출

하였다. 다시 한번 진공 농축한 후, MPLC (RediSep, silica

120 g, 3.5200 mm; detection, UV at 254 nm; flow rate,

85 ml/min)를 실시하여 얻어진 50개의 소분획을 얻고, 이중

10-18번 소분획에 대하여 preparative TLC (Si gel using a

6% ethylacetate in CHCl3 solvent system)을 실시하여 혼합

물 940 mg을 얻었다. 이 혼합물에 대하여 reversed-phase

preparative HPLC (Phenomenex Luna C18(2), 21.2250 mm,

5 mm, 60% acetonitrile in water)을 실시하여 480 mg의

artemisinic acid을 얻었다. 이렇게 얻어진 artemisinic acid는

GC-MS와 
1
H- and 

13
C-NMR을 이용하여 동정하였다.

Artemisinic acid. 
1
H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 6.45

(1H, s, H-13), 5.55 (1H, s, H-13), 4.98 (1H, s, H-5), 2.69

(1H, m, J=3.8 Hz, H-7), 2.61 (1H, br s, H-6), 1.92 (2H,

d, J=1.2 Hz, H-2), 1.78 (2H, d, J=3.5 Hz, H-3), 1.59 (3H,

s, H-15), 1.41 (1H, m, J=5.3 Hz, H-1), 1.39 (1H, m,

J=2.2 Hz, H-10), 1.35 (2H, m, J=3.4 Hz, H-8), 1.07 (2H,

m, J=3.8 Hz, H-9), 0.90 (3H, d, J=4.1 Hz, H-14); 
13

C-

NMR (500 MHz, CDCl3): δ 172.9 (C-12), 142.8 (C-11),

135.1 (C-4), 126.8 (C-13), 120.3(C-5), 42.2 (C-7), 41.6

(C-1), 38.1 (C-6), 35.4 (C-9), 27.8 (C-10), 26.6 (C-3),

26.1 (C-8), 25.7 (C-2), 23.8 (C-15), 19.5 (C-14); EI-MS,

m/z (rel. int.) 234 (M+, 19), 189 (9), 161 (4), 136 (20),

121 (100), 93 (49), 79 (41), 67 (11).

세포배양 및 세포생존능 평가 −사람 각질형성세포주인

HaCaT 세포는 제주대학교 의학전문대학원 조문제 교수로

부터 분양 받았고, 생쥐 대식세포주인 RAW264.7 세포는

ATCC (Rockville, MD)에서 분양 받았다. 각각의 세포주는

10% FBS와 1% 항생제가 첨가된 DMEM을 사용하여 습한

조건의 37
o
C, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 세포생존능

은 Naramwongsatit가 기술한 방법을 참고하여 실시하였고,
19)

EZ-cytox enhanced cell viability assay kit (itBIO, Korea)

을 사용하여 측정하였다. 간단히 기술하면 먼저 96 well plate

에 2 × 10
4
 cells/well이 되도록 동일하게 분주하고 24시간동

안 배양하였다. 기존의 배지를 제거하고, 다양한 농도의 시

료가 포함된 새로운 배지로 처리한 후 다시 24시간 동안 배
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양하였다. 배양이 끝난 후, 배지에 WST solution (2-(4-

Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-

tetrazolium)를 10 µL씩 넣고 2~3시간 동안 배양하였다. 각

well의 흡광도는 VerasaMax ELISA microplate reader

(Molecular Devices Inc., CA)를 이용하여 450 nm에서 측정

하였다.

RNA분리 및 RT-PCR − MDC mRNA 발현에 대한

artemisinic acid의 활성은 Xizo등이 기술한 방법을 참고하

여 실시하였다.
20)

 HaCaT 세포에서 RNA분리 및 RT-PCR

은 HaCaT 세포(5.0 × 10
5
cells/mL)를 DMEM 배지를 이용

하여 5% CO2 항온기에서 18시간 전배양 하였다. 이후 배

지를 제거하고 IFN-γ와 TNF-α와 시료가 포함된 배지를 처

리하여 배양한 후, TRI-reagent (MRC)를 이용하여 total

RNA를 분리하였다. 분리된 RNA는 분광광도계를 이용하

여 260/280 nm 파장에서 정량 하였다. cDNA는 1 µg의

total RNA를 사용하여 First-Standard cDNA Synthesis kit

(Promega, Madison, WI)에 포함된 절차에 따라 합성하였

다. Polymerase Chain Reaction (PCR)은 합성된 cDNA로

부터 MDC와 β-actin을 증폭시키기 위하여, 각 유전자에 대

해 특이적인 primer와 i-Taq
TM

 DNA polymerase (iNtRON

Biotechnology)를 사용하여 수행하였다. Primer sequence는

MDC (497 bp): 5'-GCATGGCTCGCCTACAGACT-3'와 5'-

GCAGGGAGGGAGGCAGAGGA-3'; β-actin (588 bp): 5'-

ATGGGTCAGAAGGATT-CCTATG-3'와 5'-CAGCTCGTAG

CTC-TTCTCCA-3'이다. PCR은 Peltier Thermal Cycler

(PTC-100, MJ research, Reno, NV)을 사용하였으며, 각 인

자에 대해서 denaturing at 94
o
C, 30 초, annealing at 55-

60
o
C, 30 초, extending at 72

o
C, 2 분 조건에서 32 cycle로

수행하였다. PCR 산물은 1.2% agarose gel (Promega)로 전

기영동 후, ethidium bromide로 염색하고 UV light illumi-

nation으로 확인하였다.

Western Blot Analysis − STAT1, IκB-α, p38에 대한

artemisinic acid의 영향은 이전에 기술했던 방법과 동일하게

진행하였다.
21)

 HaCaT 세포(5.0 × 10
5
cells/mL)를 DMEM 배

지를 이용하여 5% CO2 항온기에서 18시간 전배양 하였다.

이후 배지를 제거하고 시료가 포함된 배지를 처리하여 2시

간 동안 전처리 하였고, IFN-γ와 TNF-α로 15~30분간 자극

하였다. 이렇게 처리된 세포를 ice-cold phosphate buffered

saline (PBS)를 사용하여 2~3회 세척 후, lysis buffer (50 mM

Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Nonident P-40,

2 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM NaVO3, 10 mM NaF,

1 mM DTT, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 25 µg/

mL leupeptin)를 처리하고 얼음 위에서 30분간 lysis시켰다.

Cell lysates는 15,000 rpm에서 15분간 원심분리하였고, 상

등액을 Western blot analysis에 사용하였다. 단백질 농도는

bovine serum albumin (BSA)을 표준화 하여 Bio-Rad assay

kit (Bio-Rad, Hercules, CA)를 이용하여 측정하였다. 30 µg

의 lysate를 10% mini gel sodium dodecyl sulfate poly-

acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)로 변성 분리하

여, 이를 PVDF membrane (Bio-Rad)에 transfer하였다.

Membrane은 5% skim milk blocking buffer를 사용하여 실

온에서 1시간동안 blocking 하였고, 이어서 각 1차 항체를

1% BSA/TTBS (TBS + 0.1% Tween20) buffer에 1:1000으

로 희석하여 처리하였다(4
o
C, overnight). TTBS washing 후,

horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-primary

antibody host IgG 항체는 1:5000으로 희석하여 실온에서 1

시간 30분 동안 처리하였다. 면역반응이 완료된 membrane

은 WEST-ZOL plus Western blot detection system (iNtRON

Biotechnology, Korea)을 이용하여 발광시킨 후, X-ray 필름

에 감광시켜 확인하였다.

NO Assay −세포배양액 내의 NO는 NO의 분해산물인

nitrite (NO
2−

)를 측정함으로써 NO의 양을 간접적으로 측정

하는 Griess reagent (Promega, Madison, WI) 방법으로 측

정하였고, 이 등이 기술한 절차에 따라 실행하였다.
22)

RAW264.7세포에 LPS (1 µg/mL)와 시료를 처리하고 24시

간 동안 배양하였다. 배양이 끝난 후, 배양 상층액 100 µL

와 동일양의 Griess reagent (0.1% naphthylethylenediamine

dihydrochloride and 1% sulfanilamide in 5% phosphoric

acid)를 섞고 실온 암소에서 10분간 반응시켰다. 각 well의

흡광도 값은 540 nm에서 측정하였고, NaNO2를 표준물질로

하여 정량 곡선을 작성하였다. 

ELISA − PGE2와 IL-6에 대한 artemisinic acid의 활성은

이 등이 이전에 기술한 방법을 참고로 하여 실시하였다
22)

.

RAW264.7 세포(2.0 × 10
5
cells/mL)를 96 well plate에 접종

하고 18시간 전배양하였다. 이후 배지를 제거하고 LPS (1 µg/

mL)와 농도별로 희석된 시료를 처리하고 24시간 배양하였

다. 세포 배양액 내 PGE2와 IL-6는 Parameter
TM

 Prostagla-

ndin E2 Assay kit와 DuoSet
®
 mouse IL-6 (R&D systems,

Minneapolis, MN)를 이용하여 각각 측정하였다.

통계처리 −본 실험의 통계처리는 Student’s t-test 방법을

사용하였으며, 값은 평균과 표준편차로 나타내었다.

결과 및 고찰

각질형성세포에서 MDC mRNA 발현에 대한 Artemisinic

Acid의 효과 −염증성 chemokine인 MDC는 다양한 염증성

세포의 병변으로의 이주에 관여하고, 아토피 피부염 환자의

혈청에서 증가되는 것으로 알려져 있다. 이전의 연구결과에

서 IFN-γ, TNF-α, IL-4와 같은 염증성 cytokines들이 각질

형성세포나 섬유아세포에서 MDC와 같은 염증성 chemokine

의 생성을 유발한다는 보고가 있었다.
23-25)

 따라서, 각질형성

세포인 HaCaT 세포에서 artemisinic acid가 IFN-γ와 TNF-
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α 자극으로 유도되는 MDC에 대한 억제효과를 갖는지 조

사하였다. 먼저, 실험에 사용된 artemisinic acid의 구조는

Figure 1과 같다. HaCaT 세포를 IFN-γ와 TNF-α로 자극했

을 때, MDC mRNA 발현이 자극하지 않은 대조군에 비해

증가하였다. 하지만, artemisinic acid 50 µM을 함께 처리하

였을 때, MDC mRNA 발현이 자극하지 않은 대조군 수준

으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 1-B).

이와 같은 artemisinic acid의 억제활성이 HaCaT 세포에

대한 독성으로 인해 나타나는 영향이 아닌지 확인하기 위

하여 세포 생존능에 대한 영향을 확인해 보았다. HaCaT 세

포에 IFN-γ와 TNF-α로 자극하고, artemisinic acid를 12.5,

25, 50, 100 µM로 처리한 결과, 100 µM에서 세포 생존능을

약 80% 정도로 억제하였지만, 활성을 평가했던 농도인

50 µM이하에서는 세포 생존능에 영향을 주지 않았다(Fig.

1-C). 이러한 결과들은 artemisinic acid가 HaCaT 세포에서

IFN-γ와 TNF-α 자극으로 유도되는 염증성 chemokine인

MDC 발현에 대해 억제 활성을 갖는다는 것을 보여준다.

각질형성세포에서 IFN-γ와 TNF-α로 활성화되는 신호전

달인자에 대한 Artemisinic Acid의 효과 – IFN-γ는 세포막

에 존재하는 IFNGR1와 R2에 결합하여 작용을 하고, 이후

에 Janus kinase/signal transducers and activators of

transcription (JAK/STAT), mitogen-activated protein kinases

(MAPKs; ERK and p38), nuclear factor-κB (NF-κB)와 같

은 다양한 신호전달 경로를 활성화 시킨다.
26)

 따라서, MDC

mRNA 발현에 대한 억제 활성을 보인 artemisinic aicd의 억

제 활성 기전을 확인하기 위하여, HaCaT 세포에서 IFN-γ와

TNF-α 자극으로 활성화 되는 것으로 알려진 신호전달 인

자들인 STAT1, p38, NF-κB에 대한 효과를 확인해 보았다.

STAT1과 p38의 경우에는 인산화 되는 정도를 직접 확인하

였고, NF-κB의 경우에는 NF-κB와 결합하여 활성을 억제시

키는 인자인 inhibitor κB (IκB)의 발현 여부를 확인하였다.

HaCaT 세포에 IFN-γ와 TNF-α를 자극했을 때, STAT1, p38

의 인산화 또는 IκB의 degradation이 시간의존적으로 나타

났다(data not shown). 이어서, artemisinic acid를 12.5, 25,

50 µM로 2시간 동안 전처리한 후, IFN-γ와 TNF-α를 자극

으로 활성화되는 인자에 대한 영향을 확인한 결과, STAT1

과 p38의 인산화가 억제되었고, 감소되었던 IκB의 수준도

농도의존적으로 회복되는 양상을 확인하였다(Fig. 2). 다양

한 이전의 연구결과에서, IFN-γ와 TNF-α로 자극된 HaCaT

세포에서 MDC 또는 TARC 생성이 Jak/STAT 억제제인 Jak

inhibitor I, p38 MAPK 억제제인 SB203580, NF-κB 억제

제인 Bay11-7082을 처리했을 때 감소된다는 보고가 있었

다.
27-29)

 이전의 결과들과 함께 생각해보면, artemisinic acid

가 IFN-γ와 TNF-α 자극으로 활성화되는 신호전달 인자들

을 억제시킴으로써 MDC 발현을 억제시킨 것으로 생각할

수 있다.

대식세포에서 염증성 인자들에 대한 Artemisinic Acid

의 효과 −염증반응은 단핵세포나 대식세포와 같은 염증/

면역 세포에 의해 매개되는 다양한 인자들에 의해 일어나

는 것으로 알려져 있다. 그람 음성균의 세포벽 성분인

Fig. 1. Effect of artemisinic acid (AA) on the MDC mRNA

expression and the cell viability in the IFN-γ and TNF-α-

stimulated HaCaT human keratinocytes. (A) Chemical structure

of artemisinic acid. (B) Cells were pre-incubated for 18 hr, and

mRNA expression was determined from the cells stimulated

with IFN-γ (10 ng/mL) and TNF-α (10 ng/mL) in the presence

of artemisinic acid (12.5, 25, 50 µM) for 18 hr. The mRNA

expression was determined by RT-PCR. (C) Cells (5.0 × 10
4
cells/

mL) were pre-incubated for 18 hr, and cell viability was

determined from the cells stimulated with IFN-γ (10 ng/mL)

and TNF-α (10 ng/mL) in the presence of artemisinic acid

(12.5, 25, 50, 100 µM). Cell viability was measured using

WST assay.
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lipopolysaccharide (LPS)는 이와 같은 세포를 자극하여 NO,

PGE2, 염증성 cytokine과 같은 다양한 염증성 인자들의 생

성을 유도한다
30,31)

. 따라서, artemisinic acid의 항염증 활성

을 평가하고자, 대식세포인 RAW264.7 세포를 LPS로 자극

한 후 생성되는 염증성 인자들에 대한 artemisinic acid의 억

제 활성을 확인하였다. 먼저, RAW264.7 세포에 LPS (1 µg/

mL)와 artemisinic acid를 25, 50, 100, 200 µM로 처리하여

24시간 배양한 후, 세포 배양 상층액에서 NO 생성량의 변

화를 griess 방법으로 확인 하였다. LPS로 자극하지 않은 대

조군에 비해 LPS로 자극한 실험군에서 NO의 생성량이 약

14배 이상 증가하였고, 이는 artemisinic acid를 100, 200 µM

농도로 처리했을 때, 유의적으로 억제 되었다(Fig. 3-A). 하

지만, HaCaT 세포에서 50 µM 농도에서 활성을 나타낸 것

과 비교했을 때, 비교적 높은 농도에서 활성을 나타낸 것으

로서 세포에 따라 또는 세포를 자극하는 인자에 따라 활성

에 차이를 보이는 것으로 생각된다. 

다음은 artemisinic acid의 PGE2에 대한 억제효능을 확인

하기 위하여 ELISA를 이용하여 확인하였다. RAW264.7 세

포에 25, 50, 100, 200 µM의 artemisinic acid를 LPS와 함께

처리한 다음 24시간 후 PGE2 생성량을 확인한 결과, LPS

를 처리한 후 PGE2의 생성량은 LPS를 처리하지 않은 대조

군에 비하여 증가되었다. 하지만, 다양한 농도(25, 50, 100,

200 µM)의 artemisinic acid를 처리했을 때에도 LPS자극으

로 생성된 PGE2에 영향을 주지 않았다(Fig. 3-B).

LPS로 유도되는 다양한 염증성 cytokines 중 대표적인

cytokine인 IL-6에 대한 artemisinic acid의 억제효능도 확인

해 보았다. RAW264.7 세포에 25, 50, 100, 200 µM의

artemisinic acid와 LPS를 처리한 다음 24시간 후 IL-6의 생

성량을 ELISA를 이용하여 확인하였다. 그 결과, LPS를 처

리한 후 IL-6의 생성이 LPS를 처리하지 않은 대조군에 비

하여 증가되었으나, artemisinic acid를 농도별로 처리한 군

에서도 LPS로 자극한 실험군과 유사한 IL-6 생성량을 보였

다(Fig. 3-C). 

마지막으로 마우스 대식세포인 RAW264.7 세포에서

artemisinic acid의 세포 생존능에 대한 영향을 확인하였다.

세포에 artemisinic acid를 농도별 50, 100, 200, 400 µM로

처리하여 24시간 동안 배양하였고, WST assay를 이용하여

세포 생존능을 측정하였다. 결과에서처럼, artemisinic acid

를 400 µM로 처리했을 때 세포 생존능이 약 80% 정도로

억제 됐지만, 200 µM이하의 농도에서는 RAW264.7 세포의

생존능에 영향을 주지 않았다(Fig. 3-D). 요약하자면,

artemisinic acid가 대식세포에서 LPS로 유도되는 NO에 대

해서는 약한 억제 효과를 보였지만, 각질형성세포에서 MDC

에 대한 억제 활성을 나타낸 농도에 비해 고농도에서 억제

활성을 나타냈고, 또 다른 염증성 인자들인 PGE2와 IL-6에

대한 억제 활성이 없었다.

결 론

본 연구에서는 개똥쑥으로부터 분리된 성분인 artemisinic

acid이 각질형성세포주와 대식세포주에서 유도되는 다양한

전염증성 인자들(MDC, NO, PGE2, IL-6)에 대한 억제활성

을 확인해 보았다. Artemisinic acid는 대식세포인 RAW264.7

세포에서 LPS 자극으로 유도되는 염증성 인자인 NO, PGE2,

IL-6에 대해서는 억제활성이 약하거나 없었지만, 각질형성

세포인 HaCaT 세포에서 IFN-γ와 TNF-α 자극으로 유도되

는 아토피 피부염 관련 인자인 MDC발현에 대해서 억제활

성을 나타내었다. 또한, 이런 artemisinic acid에 의한 억제

활성은 IFN-γ와 TNF-α로 활성화되는 다양한 신호전달인자

들인 STAT1, NF-κB, p38의 인산화를 억제함으로써 나타난

효과라 할 수 있다. 이러한 결과는 개똥쑥 유래 성분인

artemisinic acid가 염증성 피부질환의 예방 및 치료에 도움

이 될 수 있음을 보여준다. 

Fig. 2. Effects of artemisinic acid (AA) on the factors of

signaling pathways activated by IFN-γ and TNF-α in HaCaT

human keratinocytes. HaCaT cells (5.0 × 10
5
cells/mL) were

pre-incubated for 18 hr, and then the cells were pre-treated

with artemisinic acid for 2 hr. (A) The phosphorylation of

STAT1 was determined from the cells stimulated by IFN-γ

(10 ng/mL) and TNF-α (10 ng/mL) for 30 min. (B) The

degradation of IκB-α and (C) the phosphorylation of p38 were

determined from the cells stimulated by IFN-γ (10 ng/mL) and

TNF-α (10 ng/mL) for 15 min. Each protein levels were

identified by western blotting method.
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