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  요  약 : 본 연구의 목적은 정향 에탄올 추출물의 화장품 소재로서의 가능성을 확인하기 위한 것이
다. 이를 위해 정향 에탄올 추출물을 사용하여 세포독성과 항염증에 대한 생물학적 활성 평가를 수행하
였다. 시료는 70% 에탄올로 추출하여 사용하였다. 시료의 항염증 효과를 평가하기 위해 대식세포 RAW 
264.7 세포 내에서 MTT assay를 통해 세포 독성을 평가하였으며, nitric oxide 생성 저해 활성 및 염증 
발현 단백질의 발현량을 확인하였다. 정향 에탄올 추출물의 세포 독성 평가 결과 25 µg/ml 이하의 농도
에서 90% 이상의 높은 세포 생존율을 보였다. LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 시료의 nitric oxide 
저해 활성이 농도 의존적으로 저해됨을 보아 정향추출물의 우수한 항염증 효능을 확인하였고, 시료 농도 
의존적으로 염증성 cytokine인 PGE2, TNF-α, IL-1β의 발현을 낮추었다. Western blot 실험결과 최고
농도 25 µg/ml에서 iNOS와 COX-2 단백질의 발현이 유의적으로 억제되었다. 실험 결과로부터 정향 
에탄올 추출물의 우수한 항염증 효능을 확인하였으며 이는 천연 화장품 소재로 활용될 수 있음을 보여
준다.

주제어 : 정향, 항염증, 화장품 소재, 천연화장품

  Abstract : The purpose of this study is for checking anti-inflammatory effects of Syzygium 
aromaticum ethanol extract. For this, we investigated biological active evaluation about 
anti-inflammatory effects by Syzygium aromaticum ethanol extract. Syzygium aromaticum was 
extracted with 70% ethanol. This extract was tested for the cell viability on RAW 264.7 cell line 
by MTT assay, nitric oxide inhibitory activity and expression of inflammatory mediators. The       
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extract showed low cytotoxicity as more than 90% cell viability in under 25 µg/ml concentration. 
On LPS-induced RAW 264.7 cell line, nitric oxide inhibition activity result showed that the extract 
reduced NO productions in a concentration-dependent manner. Expression of inflammatory 
cytokines as PGE2, TNF-α and IL-1β decreased in a concentration-dependent manner and iNOS 
and COX-2 proteins expression were decreased significantly in western blot analysis. We confirmed 
that the Syzygium aromaticum ethanol extract has excellent anti-inflammatory effect. This results 
suggested that extract of Syzygium aromaticum may have value as the cosmetic materials. 

Keywords : Clove, Syzygium aromaticum, Anti-inflammatory, Cosmetic material, Natural cosmetic

1. 서 론

  
  현대인의 피부건강에 대한 관심은 꾸준히 높아
지고 있으며, 화장품산업이 보건산업에서 차지하
는 비중은 매년 늘어나고 있다[1]. 주된 소비층 
역시 성인여성에서 남녀노소를 불문해 다양화되
고 있으며 사용용도에 있어서도 안면이나 손·발톱 
등 특정부위에 국한되지 않고 모발, 두피, 손과 
발을 포함한 신체의 전반에 걸쳐 다양한 제품이 
등장하고 있다[2]. 기능적인 면에서도 기존의 주
름개선, 미백, 자외선차단용 화장품에서 탈모, 여
드름 완화 및 아토피성 가려움 완화용 화장품 등
으로 그 범위가 확대되었으며, 이는 미와 건강에 
대한 의식 성장이 증가함에 따라 화장품을 단순
히 피부 관리 제품이라는 개념에서 더 나아가 보
다 구체적인 기능성이나 피부에 대한 하나의 대
안으로 인식되어가고 있음을 시사한다[3]. 화장품
에 대한 인식 변화에 맞추어 천연 소재를 활용한 
천연화장품, 자연주의 화장품 또는 필요한 성분만
을 최소한으로 사용하는 제품이 증가하고 있다. 
이 중 천연소재는 유용한 생리활성 성분을 기반
으로 화장품 원료로서 널리 사용되고 있으며, 이
러한 효능을 이용한 천연물 소재개발이 다양하게 
이루어지고 있다[4]. 천연물 소재 개발에 대해서
는 피부 노화 방지, 색소 침착 개선, 항균 활성, 
항산화 및 항염증 효능 등에 대한 연구가 활발히 
이루어지고 있다[5,6]. 
  피부에서의 염증은 상처나 감염 등으로 인해 
손상된 조직에서 일어나는데 이는 피부를 포함한 
모든 조직에 이화학적, 세균학적 변화를 수반한다
[7]. 염증 반응은 신체 내외부의 염증을 제거하기 
위하여 나타나는 반응으로서 생체를 회복하고 보
호하는 중요한 반응이지만, 지속적으로 일어나게 
되면 만성 염증반응이 발생하여 오히려 질병을 

일으킨다[8]. 내적으로 일어나는 염증 반응은 각
종 염증 매개인자 및 면역세포와 관련되어 있어, 
염증성 효소를 활성화 시키고 염증 매개물질을 
분비하며 염증 세포를 이동시켜 조직을 파괴하는 
등 일련의 복합적 생리 반응을 일으키고, 외적으
로는 홍반, 부종, 발열이나 통증을 수반한다[9]. 
  대식세포(macrophage)는 염증 반응에서 방어
적 역할을 수행하는 혈액 단핵 세포로부터 분화
한 조직세포로서 염증 반응에 관여하는 주요 세
포이며, lipopolysaccharide (LPS)는 그람 음성 세
균의 외막에 존재하는 glycolipid로 염증 관련 실
험에서 염증유도제 즉, 염증 매개물질로 사용된다
[10]. LPS는 다양한 염증성 cytokine, NO(Nitric 
oxide), prostaglandin E2 (PGE2)를 생성하는데
[11], NO는 반응성이 매우 크고 세 가지 nitric 
oxide synthase (NOS)인 neuronla NOS, 
en-dothelia NOS, inducible NOS (iNOS) 중 
iNOS에 의한 생성이 절대적으로 많다[12]. PGE2

는 cyclooxygenase (COX)에 의해 생합성 되는데 
혈소판을 생성하거나 점막 보호 등 정상적인 생
체기능에 관여하는 COX-1과 발열 및 통증 등 
염증반응 부위에서 발현되는 COX-2 중 
COX-2에 의해 생성된다[13]. 또한 LPS는 염증
성 cytokine인 tumor necrosis factor-α (TNF-
α), interleukin-6 (IL-6), interleukin-6β (IL-6
β)의 분비를 증가시키는데, TNF-α는 염증 반
응 촉진에 중요한 역할을 하고 자가 면역 체계에 
문제를 야기한다. IL-6β 또한 과잉 생산되어 염
증 반응을 촉진하면 자가 면역 이상이나 통증, 
과열에 관여하기 때문에 염증 반응의 조절에 중
요한 역할을 한다[14]. 따라서 염증을 유발하는 
cytokine인 TNF-α, IL-6β와 효소 iNOS, 
COX-2, 이들 효소가 유발하는 NO, PGE2의 발
현을 억제하는 물질은 유용한 항염증제로 활용될 
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수 있다[15].
  본 연구에서 활용한 정향(Syzygium 
aromaticum)은 인도네시아 동부 말루쿠 제도가 
원산지로 도금양과에 속하며, 평균 길이 8-12 m
로 자라는 정향나무의 꽃이다. 정향나무는 주로 
해안가에서 재배되며 해발고도 200 m 이상에서
도 서식하고, 주로 활용되는 꽃봉오리 부분은 개
화 전 성숙한 단계에서 수확하여 사용한다. 정향
은 플라보노이드, 하이드록시벤조산, 하이드록시
신남산 등의 페놀성 화합물을 주로 함유하고 있
으며, 유제놀(Eugenol)은 정향의 주된 향기성분이
자 생리 활성 물질이다[16]. 유제놀의 생리활성에 
대해서는 항산화 효과, 항염증효과, 항암효과 및 
항균작용 등의 연구가 보고된 바 있다[17]. 정향
에 대한 연구로는 물, 메탄올 및 에테르를 이용
해 용매별로 추출했을 때의 정향 추출물의 항산
화 효능을 비교한 연구[18], 위와 같은 추출용매
에 따른 정향 추출물의 각기 다른 균에서의 항균
활성을 비교, 검토한 연구와[19], 정향 열수 및 
에탄올 추출물의 화장품 생리활성 및 세포독성에 
대해 보고된 바 있다[20]. 또한 항염증 효능에 관
해여서는 정향 유래의 유제놀 및 그 유도체의 항
산화 및 항염증 활성에 대한 연구가 보고된 바 
있으나[21], 정향 추출물의 염증성 Cytokine 발
현이나 염증 관련 단백질 발현에 미치는 영향 등 
추출물 자체의 효능에 대한 자세한 연구는 다소 
미비한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 에탄올을 
이용하여 추출한 정향 추출물을 동결 건조하여 
시료를 획득하고, 세포 독성 및 항염증 효능에 
관한 다양한 실험을 통해 천연물로서 화장품 소
재로의 활용 가능성을 평가 및 확인하였다. 

2. 실 험

2.1. 실험 재료

  2.1.1. 실험 재료
  본 실험에서 사용한 정향(Syzygium aroma- 
ticum)은 경북 의성군 봉양면 (주)옴니허브로 부
터 건조된 시료를 구입하였으며 SA라고 표기 후 
실험에 사용하였다.

  2.1.2. 실험 세포 및 시약
  실험에 사용된 세포주 RAW 264.7 mouse 
macrophage cell (murine macrophage cell line)

은 한국세포주은행(Korea)에서 구입하여 사용하
였다. 세포 배양은 10% fetal bovine serum (FBS 
: Introgen Terapeutics, USA)과 1% penicillin/ 
streptomycin (Hyclone, GE Healthcare Life 
Sciences, USA) 100 U/ml을 첨가한 dulbecco's 
modified eagle medium (DMEM; Gibco™, 
Thermo Fisher Scientific, USA) 배지를 사용하였
으며, 37℃, 5% CO2 incubator (Forma™, 
Thermo Fisher Scientific)에서 계대 배양하였다. 
실험에 사용된 시약3-[4,5-dimethylthiazol2yl]- 
2,5-diphenyl-tetrazolium-bromide (MTT)와 
0.4% trypan blue stain은 Sigma (St. Louis, 
MO, USA)에서 구입하였다. 단백질 정량 시약 
lysis buffer는 Hyclone (Logan, UT, USA)에서 
구입하였으며 mouse anti-iNOS, mouse anti- 
COX-2와 2차 항체 mouse-anti-goat IgG, 
rabbit-anti-mouse IgG는 Santa Cruz 
Biotechnology Inc. (Dallas, TX, USA)에서 구입
하였다. mRNA 발현에 측정된 시약인 Go Script™ 
Reverse Transcriptase, GoTaq® Flexi DNA 
Polymerase는 Promega (Madison, WI, USA)에
서 구입하여 사용하였다.

  2.1.3. 추출물의 제조
  정향은 건조한 시료를 파쇄한 후 70% 에탄올
을 용매로 하여 시료중량의 10배 양을 가하여 실
온에서 24 h 침지하고 상층액과 침전물을 분리하
여 동일한 방법으로 3회 반복 추출하였다. 개별 
시료를 원심 분리 및 여과한 다음 rotary 
vacuume vaporator (HS-10SP; Hahnshin S&T, 
Korea)를 사용하여 농축한 후 동결기(FD5525; 
Ilshin BioBase, Korea)로 건조하였다. 건조한 시
료는 냉장실에 보관하여 상용하였다.

2.2 실험 방법

  2.2.1. 세포독성 측정
  96-well plate에 RAW 264.7 세포를 well당 
0.6×105 cells가 되도록 하여 180 µl 분주하였고 
37℃, 5% CO2 incubator에서 24 h 동안 배양하
였다. 배양 후 정향 에탄올 추출물의 최종 농도
가 12.5, 25, 50, 100, 200 µg/ml가 되도록 하여 
각각 20 µl씩 첨가한 후 24 h 동안 배양하였다. 
대조군은 시료와 동량의 증류수를 첨가하여 동일 
조건에서 배양하였다. 배양 후 각 well에 5 
mg/ml 농도로 제조한 MTT 용액 20 µl를 첨가
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하여 4 h 동안 배양한 후 배양액을 제거하고 
dimethyl sulfoxide와 에탄올을 1 : 1로 섞은 용
액을 각 well당 150 µl 가하여 실온에서 30min 
동안 반응시킨 뒤 ELISA reader로 550 nm에서 
흡광도를 측정하였다. 세포생존율 측정은 시료용
액 첨가군과 무 첨가군의 흡광도 감소율로 나타
내었다. 

  2.2.2. Nitric oxide (NO) 측정
  6-well plate에 RAW 264.7 세포를 1×105 
cells/ml로 분주하여 24 h 동안 배양하였다. 다음
날 세포 밀도가 80%가 되었을 때 phosphate 
buffered saline (PBS: Sigma-Aldrich)으로 2번 
세척하고 무혈청 배지를 사용하여 24 h 동안 배
양한 후 LPS 1 µg/ml를 Normal군을 제외한 모
든 well에 넣어 자극시켰다. 2 h 후에 정향 에탄
올 추출물을 12.5, 25, 50 µg/ml의 농도로 처리
하고, 24 h 후에 상층액 100 µl와 griess reagent 
100 µl를 10 min 동안 반응시킨 후 ELISA 
reader로 540 nm에서 흡광도를 측정하여 NO 
생성량을 확인하였다.

  2.2.3 PGE2, TNF-α, IL-1β 생성량 측정
  6-well plate에 RAW 264.7 세포를 1×105 
cells/ml로 분주하여 24 h 동안 배양하여 LPS 1 
µg/ml와 정향 에탄올 추출물을 6.25, 12.5, 25 
µg/mL의 농도로 처리하였다. 18 h 동안 재 배양
한 후 세포 배양액을 취하여 PGE2, TNF-α, 
IL-1β cytokine 생성량을 ELISA kit (R&D 
system, Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 측
정하였다. PGE2, TNF-α, IL-1β의 함량은 표
준물질의 반응으로부터 얻어진 표준곡선을 이용
하여 환산하였다.

  2.2.4. Western Blot을 이용한 단백질 발현 측정
  염증매개인자인 Inducible nitric oxide 
synthase (iNOS)와 cyclooxygenase-2 (COX-2)
의 발현을 보기 위하여 RAW 264.7 세포를 
6-well plate에 1×105 cells/ml로 분주하여 배양
하고, 세포 밀도가 80%가 되었을 때 무혈청 배
지로 교환하여 24 h 동안 배양하였다. LPS 1 
µg/ml를 Normal 군을 제외한 모든 well에 넣어 
자극시키고 2 h 후에 정향 에탄올 추출물을 
6.25, 12.5, 25 µg/ml의 농도로 처리하여 24 h 
동안 배양하였다. 상층액을 제거하고 PBS로 2회 
세척 후 scrapper를 이용하여 세포를 수확하였다. 

수확된 세포에 Lysis buffer를 well 당 100 µl 씩 
첨가하고 1 h 동안 냉장하여 세포를 용해시킨 후 
원심 분리하여 얻어진 단백질은 bradford assay
로 정량하였고, 10 µl의 단백질을 10% sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis를 이용해 전기 영동한 후 
polyvinylidenedifluoride(PVDF) membrane에 옮
겨 60 V 에서 2 h 이상 transfer하여 항체의 비 
특이적 결합을 억제시켰다. 그 후 5% skim milk
에 1 h 동안 방치하여 background를 제거하였
다. 1× TBST로 3회 washing하고 1차 antibody 
(1 : 1000)를 24 h 동안 붙인 후 1× TBST로 3
회 washing 하였고 2차 antibody (1 : 1000)를 
2 h 동안 반응한 뒤 ECL kit (Amersham 
Pharmacia, England)를 이용해 film에 옮겨 측정
하였다.  Image Quant LAS-4000 (GE life 
sciences, Taiwan)을 이용하여 Band density를 확
인하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 정향 에탄올 추출물의 세포 생존율

  화장품 소재로 안전하게 활용 가능함을 알아보
기 위해 마우스 대식세포 RAW 264.7 세포에서 
정향 에탄올 추출물의 세포독성을 확인하였다. 정
향 에탄올 추출물의 세포생존율을 확인하고 실험
에 사용될 시료의 유효농도를 결정하기 위하여 
12.5, 25, 50, 100, 200 µg/ml의 농도로 처리한 
결과 25 µg/ml 이하의 농도에서 세포 생존율이 
90% 이상으로 나타났다. 정향 에탄올 추출물의 
세포생존율 결과는 Fig. 1과 같으며 이 결과를 토
대로 항염증 실험의 시료농도를 50 µg/ml 이내
의 농도로 처리하였다. 
 
3.2. 정향 에탄올 추출물의 Nitric oxide (NO) 

저해능

  LPS로 활성화된 세포가 유발하는 염증매개조절 
인자의 저해능을 알아보기 위해 RAW 264.7 세
포를 이용하여 NO 저해능을 측정하였다. LPS 
처리한 대조군은 무 처리군에 비해 높은 NO 발
현을 나타내었으며 정향 에탄올 추출물을 12.5, 
25, 50 µg/ml 농도로 처리하였을 때 농도 의존
적으로 NO 발현량이 저해됨을 확인하였고 결과
는 Fig. 2와 같다.
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Fig. 1. Cell viability of Syzygium aromaticum ethanol extract on treated RAW 264.7 cells. RAW 
264.7 cells were treated with various concentrations (12.5-200 µg/ml) of Syzygium 
aromaticum extracts. Cell viability was measured using MTT assay. The results are 
presented as mean ± standard deviation of triplicate data. The results were expressed as 
the average of triplicate. *p<0.05. 

    

Fig. 2. Inhibitory effects of Syzygium aromaticum ethanol extract on NO production. RAW 264.7 
cells were treated with 1 µg/ml LPS, except Nor group. Syzygium aromaticum extracts were 
then added to sample groups with the indicated concentrations. Cont: LPS not induced 
group, LPS: LPS induced group, SA: Syzygium aromaticum ethanol extract induced group, 
Dexa: Dexamethasone. The results are presented as mean ± standard deviation of triplicate. 
The results were expressed as the average of triplicate. *p<0.05 compared with control.   

3.3. 정향 에탄올 추출물의 PGE2, TNF-α, 

IL-1β 생성량

  염증반응을 자극하는 염증성 Cytokine의 발현
을 확인하기 위해 LPS로 활성화된 RAW 264.7 
세포에서 PGE2, TNF-α, IL-1β의 생성량을 측

정하였다. 그 결과 정향 에탄올 추출물을 6.25, 
12.5, 25 µg/ml 농도로 처리하였을 때 농도 의존
적으로 PGE2, TNF-α, IL-1β 생성량이 저해됨
을 확인하였으며 그 결과는 Fig. 3과 같다.
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Fig. 3. Inhibitory effects of Syzygium aromaticum ethanol extract on production of 
pro-inflammatory cytokines. The expression levels of PGE2, TNF-α and IL-6β in protein 
was measured after treatment of LPS 1 µg/ml and the indicated concentration of Syzygium 
aromaticum ethanol extract. Cont: LPS not induced group, LPS: LPS induced group, SA: 
Syzygium aromaticum ethanol extract induced group, Dexa: Dexamethasone. The results are 
presented as mean ± standard deviation of triplicate. The results were expressed as the 
average of triplicate. *p<0.05 compared with control.   
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Fig. 4. Effects of Syzygium aromaticum ethanol extract on LPS-induced iNOS, COX-2 protein 
expression. The expression levels of iNOS, COX-2 in the protein was measured after 
treatment of LPS 1 µg/ml and the indicated concentration of Syzygium aromaticum ethanol 
extract. Cont: LPS not induced group, LPS: LPS induced group. SA: Syzygium aromaticum 
ethanol extract induced group, Dexa: Dexamethasone. The results are presented as mean ± 
standard deviation of triplicate. The results were expressed as the average of triplicate. 
*p<0.05 compared with control.   

3.4. 정향 에탄올 추출물이 염증 관련 단백질 

발현에 미치는 영향

  염증 관련 단백질인 iNOS, COX-2에 대한 정
향 에탄올 추출물의 저해능을 확인하기 위해 LPS
로 자극 유도된 RAW 264.7 세포에 정향 에탄올 
추출물을 각 농도별로 처리한 후 Western blot을 
통해 단백질의 발현량을 확인하였다. 그 결과 
LPS로 유도된 control군과 대비하여 정향 에탄올 
추출물을 처리한 시험군의 iNOS, COX-2 발현
량은 추출물의 농도가 증가함에 따라 유의적으로 
감소됨을 확인하였으며 그 결과는 Fig. 4와 같다.

4. 결 론

  일반적으로 정향은 향신료나 약재로 널리 사용
되고 있으며, 다양한 생리 활성 효능을 가지고 
있다. 따라서 본 연구에서는 정향을 에탄올을 이
용하여 추출하였으며, 항염 효능을 검증할 수 있
는 다양한 실험을 통해 화장품 원료로서의 가능
성을 확인하고자 하였다. 추출물의 안전성을 검증
하기 위해 세포독성을 평가하였으며, 항염 효능을 
검증하기 위해 NO저해능, 염증성 Cytokine의 발
현과 염증 관련 단백질 발현에 미치는 영향을 평
가하였다. 대식세포인 RAW 264.7 세로를 이용
하여 세포독성을 평가한 결과 12.5, 25, 50 
µg/ml 농도에서 90% 이상의 높은 세포생존율을 
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보였고 25 µg/ml 이하의 농도에서는 대조군과 
비교하여 유의한 차이가 없음을 확인하였다. 이는 
50 µg/ml 이상의 농도에서 모두 80% 이상의 세
포생존율을 확인한 기존 논문과 비교하여 정향 
에탄올 추출물을 안전한 소재로서 사용 가능함을 
확인할 수 있었다. 항염 효능 확인을 위해 정향 
에탄올 추출물을 이용하여 NO 생성 저해능, 염
증성 cytokine 발현량과 염증 관련 단백질의 저
해능을 평가하였으며, RAW 264.7 세포에 12.5, 
25, 50 µg/ml의 농도로 추출물을 처리하였을 때 
농도 의존적으로 NO 발현이 효과적으로 저해됨
을 확인하였다. 또한 PGE2, TNF-α, IL-1β의 
발현량은 6.25, 12.5, 25 µg/ml 농도에서 농도 
의존적으로 감소하였으며, Western blot을 통해 
단백질 발현을 분석한 결과 같은 농도에서 농도 
의존적으로 iNOS, COX-2의 발현이 감소되어 
정향 에탄올 추출물이 염증성 cytokine과 염증 
관련 단백질 인자를 효과적으로 저해함을 확인하
였다.  
  이러한 결과로 보아 정향 에탄올 추출물은 세
포독성이 없는 범위 내 농도에서 항염증 효능이 
우수하여 향후 화장품 소재로 응용 가능성이 있
음을 시사한다.  
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